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METHODE D' IDENTIFICATION DE SUBSTANCES CAPABLES DE 
MODULER LA DIFFERENCIATION ADIPOCYTAIRE 

La presente invention concerne des methodes de criblage de molecules 
5 actives, en particulier de molecules ayant une activite dans la modulation 
de la differenciation adipocytaire. L' invention se rapporte egalement a 
des constructions genetiques, cellules et compositions utiles pour la mise 
en ceuvre de telles methodes de criblage, par exemple des cellules pre- 
adipocytaires genetiquement modifiees pour sur-exprimer le recepteur 
10 RBV-BRB ALPHA, ainsi que les proced6s de preparation desdites cellules. 

V invention peut etre mise en oeuvre pour 1' identification de composes 
actifs ou utilisables comme tetes de series pour le developpement de 
medicaments actifs pour la prise en charge de pathologies metaboliques.v. 
notamment pour le traitement du diabete, de 1' obesite, de 1' insulino-j.; 

15 resistance et/ou du syndrome X. 

V invention est basee notamment sur la mise en evidence et la 
caracterisation du role d' un recepteur nucleaire particulier, REV-ERB 
ALPHA, dans les mecanismes de differenciation adipocytaire, et 

20 notamment sur la capacite de ce recepteur, lorsqu' il est sur-exprime, de 
sensibiliser les cellules a 1' action de facteurs de differenciation 
adipocytaire. V invention repose egalement sur 1* obtention de vecteurs 
particuliers permettant 1' expression du recepteur RBV-BRB ALPHA, ainsi 
que de lignees cellulaires genetiquement modifiees, notamment des pre- 

25 adipocytes. Les resultats obtenus montrent une modulation de la 
differenciation adipocytaire de telles lignees lorsqu' elles sont mises en 
contact avec des agonistes ou des antagonistes des recepteurs intervenant 
directement ou indirectement dans le processus de differenciation 
adipocytaire. 
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Le tissu adipeux blanc est le principal lieu cle stockage de l'energie chez 
les eucaryotes. Son r6le est de mettre en reserve les triglycerides en 
periode d'abondance et de les mobiliser lorsque l'apport energetique 

5 diminue. Une deregulation de I'activite des adipocytes se traduit par 
l'obesite et ses consequences comrae le diabete non-insulino dependant. 
Les adipocytes qui constituent le tissu adipeux blanc sont des cellules 
hautement specialisees qui expriment un ensemble defini de genes 
caracteristiques de leur differenciation (Fajas et al, Curr. Opin. Cell Biol 

10 10: 165-173 (1998); Spiegelman, Diabetes 47:507-514 (1998), Gregoire F, 
Phys. Rev 78, 783-809 (1998)). 

La differenciation adipocytaire est un processus complexe dont les acteurs 
moleculaires sont de mieux en mieux connus (Fajas et al, Curr. Opin. Cell 

15 Biol 10: 165-173 (1998); Spiegelman, Diabetes 47:507-514 (1998), 
Gregoire F, Phys. Rev 78, 783-809 (1998)). La differenciation adipocytaire 
est regulee de maniere coordonnee par un reseau de plusieurs facteurs de 
transcription. Elle est initiee par la sortie du cycle cellulaire et l'activation 
des facteurs C/EBP beta, C/EBP delta et ADD1 (SREBPlc) qui induisent 

20 1'expression du r6cepteur nucleaire active par les « proliferate urs des 
peroxisomes* de type gamma, ci apres denomme PPAR GAMMA, le 
coordinateur principal de la differenciation adipocytaire. 

Le recepteur PPAR GAMMA stimule la sortie du cycle cellulaire et 
25 1'expression de genes specifiques des adipocytes qui permettent le 
stockage de l'energie. Enfin, le facteur de transcription C/EBP alpha 
coopere avec le recepteur PPAR GAMMA dans les etapes ultimes de la 
differenciation adipocytaire pour induire un nouvel ensemble de genes et 
pour maintenir 1'expression dudit recepteur PPAR GAMMA. 
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Le recepteur REV-BRB ALPHA est un recepteur nucleaire orphelin dont 
les ligands naturels ou artificiels sont inconnus. Sa sequence est codee par 
le brin non-codant du gene codant pour le recepteur aux hormones 

5 thyroi'diennes de type alpha (Lazar, M.A. et al. 1989, Mol.Cell.Biol. 9(3), 
1128-1136), (Lazar, M.A. et al. 1990, DNA Cell Biol. 9(2), 77-83), (Laudet, 
V. et al. 1991, Nucleic Acid Res. 19(5), 1105-1012). II agit principalement 
comme inhibiteur de la transcription. Son expression semble augmenter 
lors de la differenciation des pre-adipocytes en adipocytes et est correlee 

10 a l'expression des marqueurs de differenciation adipocytaire (Chawla, 
1993 ; J.Biol.Chem. 266,12, pp 16265-16269). 

Le recepteur REV-BRB ALPHA agit en tant que regulateur negatif de la 
transcription (Laudet, V. et al. 1995, Curr.Biol. 5(2),124-127). II a ete 

15 montre que le recepteur humain RBV-BRB ALPHA regule sa propre 
expression (Adelmant ,G. et al. 1996, Proc.NatKAcad.Sci. USA 93(8), 
3553-3558). V ARNm du recepteur RBV-BRB ALPHA se trouve 
fortement exprime dans des tissus tels que les tissus adipeux, les muscles 
stries, les tissus hepatiques ou cerebraux, alors que son expression est 

20 moins abondante dans d' autres tissus. 

Le recepteur RBV-BRB ALPHA est induit durant la differenciation 
adipocytaire (Chawla, A. et al. 1993, J.Biol.Chem. 268(22), 16265-16269). 
Toutefois, le mecanisme moleculaire de cette regulation demeure inconnu. 
25 II a egalement ete observe que le recepteur RBV-BRB ALPHA est implique 
dans la differenciation musculaire (Downes M. et al. 1995, Mol.Endocrinol. 
9(12), 1666-1678) et dans le mecanisme de regulation du metabolisme 
lipidique, du fait de 1' identification du gene apo Al (gene codant pour 
1' apolipoproteine Al) du rat en tant que gene cible du recepteur RBV-BRB 
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ALPHA dans le foie (Vu-Dac, N. 1998. J.Biol.Chem. 273, 25713-25720). II 
a aussi ete suggere que le recepteur RBV-BRB ALPHA agit comme un 
modulateur des signaux hormonaux thyroldiens, CLazar M.A. 1990, 
J.Biol.Chem. 265(22), 12859-12863), (Munroe, S.H. et al. 1991, 
J.Biol.Chem. 266(33), 22803-22086). En effet, le recepteur RBV-BRB 
ALPHA se lie a 1' element de r6ponse de 1' hormone DR4 (Spanjaard, R.A. 
et al. 1994, Mol. Endocrinol. 8(3), 286-295) et inhibe la formation de 
1' homodimere TR et des heterodimeres TR/RXR du TREs (Downes, M. et 
al. 1995, Mol.Endocrinol. 9, 1666-1678). 

A ce jour, le r61e biologique du r6cepteur RBV-BRB ALPHA dans le tissu 
adipeux et son mecanisme d' action demeurent inconnus (Chawla, A. et al. 
1993, J.Biol.Chem. 268(22), 16265-16269). 

Les travaux menes par les inventeurs ont maintenant permis d' elucider 
des interactions entre deux recepteurs, RBV-BRB ALPHA et PPAR 
GAMMA. Ces travaux ont montre que le recepteur PPAR GAMMA active la 
transcription du gene Rev-erb alpha via 1' element de reponse DR2 du 
promoteur du gene Rev-erb alpha (denomme « Rev-DR2 »). Les inventeurs 
ont ainsi pu determiner que le gene Rev-erb alpha est une cible du 
recepteur PPAR GAMMA, que le recepteur RBV-BRB ALPHA est un 
promoteur de la differenciation adipocytaire induite par le recepteur PPAR 
GAMMA, et qu' il joue un r61e modulateur dans le processus 
d' adipogenese. 

Les inventeurs ont egalement montre que, de maniere surprenante, la sur- 
expression du recepteur RBV-BRB ALPHA dans des pre-adipocytes, 
comme la lignee cellulaire 3T3-L1, augmente la differenciation desdits 
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pr6-adipocytes et accroit I'expression du recepteur PPAR GAMMA dans 
ces cellules. 

Les inventeurs ont ainsi identify des mecanismes regulateurs entre les 
5 recepteurs REV-ERB ALPHA et d' autres recepteurs impliques dans le 
programme de differenciation adipocytaire, notamment le recepteur PPAR 
GAMMA. Sur la base de ces travaux, il est maintenant propose une 
nouvelle methode de criblage de composes susceptibles d' interagir soit 
avec le recepteur REV-ERB ALPHA soit avec lesdits autres recepteurs 
10 impliques dans le programme de differenciation adipocytaire. 

Une telle methode est utile pour identifier des composes actifs dans le, 
traitement des pathologies liees a des anomalies metaboliques mettant en. 
oeuvre lesdits recepteurs, telles que la differenciation adipocytaire, le 
15 diabfete, T obesity, T insulino-resistance et le syndrome X. 

On sait que certains composes utiles pour le traitement des maladies liees 
& des anomalies de la differenciation adipocytaire, telles que le diabete ou 
T obesit6, agissent via leurs interactions avec le recepteur PPAR GAMMA. 

20 Par exemple, les thiazolidinediones, aussi appeies glitazones, des 
composes utilises pour le traitement de la resistance & Tinsuline, ont ete 
identifies comme etant des ligands et des activateurs artificiels du 
recepteur PPAR GAMMA. Des d6riv6s des acides gras ont par ailleurs ete 
identifies comme etant des ligands naturels du recepteur PPAR GAMMA. 

25 Les fibrates sont egalement des regulateurs puissants du metabolisme 
lipidique qui agissent en tant qu activateurs du recepteur PPAR ALPHA. 

Les rfesultats obtenus par les inventeurs, issus d' etudes in vivo et in vitro 
qui sont presentees dans la presente demande montrent que le traitement 
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avec la rosiglitazone (egalement appelee BRL49653 ou BRL) augmente 
I* expression de 1' ARNm codant pour le recepteur REV-ERB ALPHA. 
Les glitazones, composes antidiabetiques couramment utilises dans le 
traitement du diabete de type 2, induisent done le programme de 
5 differenciation adipocytaire via la liaison et 1* activation du recepteur 
nucleaire PPAR GAMMA. 




Un premier aspect de la presente invention concerne done des methodes 
de criblage de molecules actives, en particulier de molecules ayant une 
10 activite dans la modulation de la differenciation adipocytaire, basees sur 
1' utilisation du recepteur REV-ERB ALPHA comme cible moleculaire. 

Un autre aspect de ' 1' invention se rapporte a des constructions 
genetiques, cellules et compositions utiles pour la mise en ce uvre de telles 
15 methodes de criblage, par exemple des cellules pre-adipocytaires 
genetiquement modifiees pour sur-exprimer le recepteur REV-ERB 
ALPHA, ainsi que les proc6des de preparation desdites cellules. 

Un aspect particulier de 1" invention porte egalement sur des virus 
20 recombinants (ou sur des vecteurs viraux) codant un polypeptide REV- 
ERB ALPHA. 

Un autre aspect de 1' invention concerne 1' utilisation de composes actifs 
pour la mise en oeuvre de m6thodes de traitement therapeutique ou 
25 vaccinal du corps humain ou animal. II s' agit notamment de composes 
capables d' interferer sur la liaison du recepteur PPAR GAMMA au site 
Rev-DR2 ou, plus generalement, sur 1* activite ou 1' expression du 
recepteur REV-ERB ALPHA dans la differenciation adipocytaire. 
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Recepteur REV- ERB ALPHA 

La presente invention repose notamment sur 1' identification du role du 
recepteur REV-ERB ALPHA dans ia differentiation des adipocytes, sur la 
5 caracterisation des mecanismes qui sous-tendent ce rele, et sur 
1' exploitation de cette molecule dans un but therapeutique, 

Au sens de la presente invention, le terme recepteur REV-ERB ALPHA 
designe un recepteur nucleaire comprenant la sequence primaire en acides 
10 amines SEQ ID NO : 4, ou un fragment ou variant fonctionnel de celle-ci. 

MTTLDSNNNTGGVITYIGSSGSSPSRTSPESLYSDNSNGSFQSLTQGCPTYFPPSPT 
GSLTQDPARSFGSIPPSLSDDGSPSSSSSSSSSSSSFYNGSPPGSLQVAMEDSSRV 
SPSKSTSNITKLNGMVLLCKVCGDVASGFHYGVHACEGCKGFFRRSIQQNIQYKRCL 

15 KNENCSIVRINRNRCQQCRFKKCLSVGMSRDAVRFGRIPKREKQRMLAEMQSAMNL 
ANNQLSSQCPLETSPTQHPTPGPMGPSPPPAPVPSPLVGFSQFPQQLTPPRSPSPE 
PTVEDVISQVARAHREIFTYAHDKLGSSPGNFNANHASGSPPATTPHRWENQGCPP 
APNDNNTLAAQRHNEALNGLRQAPSSYPPTWPPGPAHHSCHQSNSNGHRLCPTHV 
YAAPEGKAPANSPRQGNSKNVLLACPMNMYPHGRSGRTVQEIWEDFSMSFTPAVR 

20 EWEFAKHIPGFRDLSQHDQVTLLKAGTFEVLMVRFASLFNVKDQTVMFLSRTTYSL 
QELGAMGMGDLLSAMFDFSEKLNSLALTEEELGLFTAWLVSADRSGMENSASVEQ 
LQETLLRALRALVLKNRPLETSRFTKLLLKLPDLRTLNNMHSEKLLSFRVDAQ 
(sequence SEQ ID NO :4) 

25 Le terme « fragment » d6signe typiquement un polypeptide comprenant de 
5 a 200 acides amines consecutifs de la SEQ ID NO : 4, preferentiellement 
de 5 a 150, encore plus preferentiellement de 5 a 100. Des exemples 
particuliers de fragments sont des polypeptides de 5 a 80 acides amines. 
Preferentiellement, les fragments comprennent un domaine fonctionnel de 

30 la sequence SEQ ID NO : 4, par exemple un domaine inhibiteur de la 
transcription et/ou un domaine de liaison a 1' ADN. Le terme variant 
fonctionnel englobe les variants naturels, notamment ceux resultant de 
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polymorphisme(s). epissage(s), variation(s) entre especes, etc.. Ce terme 
inclut egalement des variants synthetiques, notamment des polypeptides 
comprenant une sequence d6rivee de la sequence SEQ ID NO : 4 par une 
ou plusieurs mutations, deletions, substitutions et/ou additions d' un ou 

5 plusieurs residus. Preferentiellement, un variant synthetique comporte 75% 
d' homologie de sequence primaire avec la sequence SEQ ID NO : 4, plus 
preferentiellement, au moins 85%. Les fragments ou variants peuvent en 
outre comporter des regions heterologues ajoutees ou des modifications 
chimiques, enzymatiques, immunologiques, etc.. De telles modifications 

10 peuvent permettre par exemple de faciliter la production ou la purification 
du recepteur, d' ameliorer sa stability d' augmenter son activite, etc.. 

Dans un mode prefere de 1' invention, le terme recepteur REV-BRB 
ALPHA designe un recepteur d' origine humaine, notamment un recepteur 
15 comprenant la sequence SEQ ID NO : 4 ou un fragment de celle-ci. 

Le terme gene Rev-erb alpha designe generalement toute portion du 
genome codant un recepteur REV-ERB ALPHA tel que defini ci-avant. 

20 Le terme « construction g6nique Rev-erb alpha » ou « acide nucleique 
recombinant codant un recepteur REV-ERB ALPHA » designe 
generalement tout acide nucleique codant un recepteur REV-ERB ALPHA 
tel que defini ci-avant. II peut s agir d' un ADN ou d' un ARN, par 
exemple d' un ADN genomique, d' un ADNc, d' un ARNm, d' un ADN 

25 synthetique ou semi-synthetique. Ceux-ci peuvent etre obtenus par 
clonage a partir de banques ou plasmides, ou par synthese, ou par toute 
autre technique connue de 1' homme de 1' art. 
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Dans un mode de realisation particulier de f invention, la construction 
g6nique Rev-erb alpha est un acide nucleique comprenant la sequence 
SEQ ID NO : 3, un fragment de celle-ci, ou toute sequence s' hybridant 
avec celles-ci dans des conditions de stringence moder6e et codant un 
5 rScepteur REVERB ALPHA. 

atg acgaccctgg actccaacaa caacacaggt 
661 ggcgtcatca cctacattgg ctccagtggc tcctccccaa gccgcaccag ccctgaatcc 
721 ctctatagtg acaactccaa tggcagcttc cagtccctga cccaaggctg tcccacctac 

10 781 ttcccaccat cccccactgg ctccctcacc caagacccgg ctcgctcctt tgggagcatt 

841 ccacccagcc tgagtgatga cggctcccct tcttcctcat cttcctcgtc gtcatcctcc 
901 tcctccttct ataatgggag cccccctggg agtctacaag tggccatgga ggacagcagc 
961 cgagtgtccc ccagcaagag caccagcaac atcaccaagc tgaatggcat ggtgttactg 
1021 tgtaaagtgt gtggggacgt tgcctcgggc ttccactacg gtgtgcacgc ctgcgagggc 

15 1 081 tgcaagggct ttttccgtcg gagcatccag cagaacatcc agtacaaaag gtgtctgaag 
1 141 aatgagaatt gctccatcgt ccgcatcaat cgcaaccgct gccagcaatg tcgcttcaag 
1 201 aagtgtctct ctgtgggcat gtctcgagac gctgtgcgtt ttgggcgcat ccccaaacga 
1261 gagaagcagc ggatgcttgc tgagatgcag agtgccatga acctggccaa caaccagttg 
1321 agcagccagt gcccgctgga gacttcaccc acccagcacc ccaccccagg ccccatgggc 

20 1381 ccctcgccac cccctgctcc ggtcccctca cccctggtgg gcttctccca gtttccacaa 

1441 cagctgacgc ctcccagatc cccaagccct gagcccacag tggaggatgt gatatcccag 
1501 gtggcccggg cccatcgaga gatcttcacc tacgcccatg acaagctggg cagctcacct 
1661 ggcaacttca atgccaacca tgcatcaggt agccctccag ccaccacccc acatcgctgg 
1621 gaaaatcagg gctgcccacc tgcccccaat gacaacaaca ccttggctgc ccagcgtcat 

25 1 681 aacgaggccc taaatggtct gcgccaggct ccctcctcct accctcccac ctggcctcct 

1741 ggccctgcac accacagctg ccaccagtcc aacagcaacg ggcaccgtct atgccccacc 
1801 cacgtgtatg cagccccaga aggcaaggca cctgccaaca gtccccggca gggcaactca 
1861 aagaatgttc tgctggcatg tcctatgaac atgtacccgc atggacgcag tgggcgaacg 
1921 gtgcaggaga tctgggagga tttctccatg agcttcacgc ccgctgtgcg ggaggtggta 

30 1 981 gagtttgcca aacacatccc gggcttccgt gacctttctc agcatgacca agtcaccctg 
2041 cttaaggctg gcacctttga ggtgctgatg gtgcgctttg cttcgttgtt caacgtgaag 
2101 gaccagacag tgatgttcct aagccgcacc acctacagcc tgcaggagct tggtgccatg 
2161 ggcatgggag acctgctcag tgccatgttc gacttcagcg agaagctcaa ctccctggcg 
2221 cttaccgagg aggagctggg cctcttcacc gcggtggtgc ttgtctctgc agaccgctcg 

35 2281 ggcatggaga attccgcttc ggtggagcag ctccaggaga cgctgctgcg ggctcttcgg 
2341 gctctggtgc tgaagaaccg gcccttggag acttcccgct tcaccaagct gctgctcaag 
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2401 ctgccggacc tgcggaccct gaacaacatg cattccgaga agctgctgtc cttccgggtg 
2461 gacgcccagt ga (SEQ ID NO: 3) 

Des conditions de stringence moderees sont decrites par exemple dans 
5 Maniatis et ah. II s' agit, a titre d* exemple, des conditions suivantes : 
incubation a 42°C pendant 12 heures dans un milieu comprenant 50% 
formamide, 5 X SSPE, 5 X Denhardt's solution, 0,1% SDS. 

Typiquement, 1* acide nucleique recombinant ou la construction genique 
10 comporte, outre une region codant le recepteur REV -ERB ALPHA, une ou 
des regions de regulation de la transcription, typiquement un promoteur 
et/ou un terminateur transcriptionnel. Ces regions regulatrices sont 
choisies en fonction de 1' h6te cellulaire considere. Preferentiellement, il 
s' agit de regions regulatrices fonctionnelles dans les cellules de 
15 mammiferes. A titre d' exemples on peut citer des promoteurs constitutifs 
ou regules, inductibles ou non, selectifs de tissus ou ubiquitaires, forts ou 
faibles, comme par exemple des promoteurs d* origine virale (par 
exemple : CMV, LTR, SV40) ou provenant de genes cellulaires. Dans un 
mode de realisation particulier, le promoteur est le promoteur du gene 
20 Rev-erb alpha, comprenant par exemple la sequence SEQ ID NO : 1 ou une 
region de celui-ci, par exemple un promoteur comprenant la sequence 
AAAAGTGTGTCACTGGGGCA (SEQ ID NO : 2). 

Dans un mode de realisation particulier de V invention, la construction 
25 genique Rev-erb alpha est un acide nucleique comprenant les sequences 
SEQ ID NO : 3 et SEQ ID NO : 2, un fragment de celles-ci ou toute 
sequence s' hybridant avec celles-ci dans des conditions de stringence 
moderee. Dans un mode plus specifique, la construction genique Rev-erb 
alpha est un acide nucleique comprenant une sequence codant un 
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polypeptide SEQ ID NO :4 liee de maniere operationnelle a un promo teur 
transcriptionnel comprenant la sequence SEQ ID NO : 1 ou un fragment de 
celle-ci, notamment un promoteur transcriptionnel comprenant la sequence 
SEQ ID NO : 2. 

5 

Cellules genetiquement modifiees 

Un objet particulier de la presente invention reside dans une population de 
cellules comprenant un acide nucleique recombinant codant un recepteur 
10 RBV-BRB ALPHA. 

Les cellules peuvent etre toute cellule cultivable, de preference de 
mammifere, par exemple humaine. II peut s' agir de cellules primaires ou 
de lignees etablies. De preference, les cellules h6tes sont des cellules pre- 

15 adipocytaires. De telles cellules se definissent generalement comme des 
cellules de type fibroblaste, qui sont capables de se differencier en 
adipocytes dans des conditions de culture appropriees. Plus 
spScifiquement, il s' agit de cellules d'origine mesodermique, incapables 
de se differencier en chondroblaste, en osteoblaste ou en myoblaste et qui, 

20 dans des conditions favorables propres a la cellule en question, se 
differentient en adipocytes et expriment plusieurs marqueurs de 
differentiation caracteristiques des adipocytes. Des exemples de cellules 
de pre-adipocytes utilisables pour la mise en oeuvre de 1' invention sont 
notamment les lignees cellulaires 3T3-L1 (Reference ATCC : CL-173), 

25 3T3-F442A (Green H. et al., Cell 5 :19-27 (1975)), obl7 (Negrel R. et al., 
Proc.Natl.Acad.Sci. USA., 75 :6054-6058 (1978)) ou obl771 (Doglio A. et 
al. Biochem J., 238 :123-129 (1986)). 
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Un objet particulier de 1' invention reside done clans un cellule pre- 
adipocytaire genetiquement modifiee, caracterisee en ce qu' elle 
comprend un acide nucleique recombinant codant un recepteur REV-ERB 
ALPHA. 

5 

D' autres exemples de cellules utilisables dans le cadre de 1* invention 
sont des cellules procaryotes, des cellules de levure ou des cellules de 
mammiferes, notamment des cellules embryonnaires ou des cellules telles 
que CHO, des fibroblastes, Vero, etc. 

10 

L' acide nucleique recombinant present dans les cellules permet a ces 
cellules d' exprimer un recepteur REV-ERB ALPHA, ou de sur-exprimer 
un tel recepteur, lorsque les cellules possedent deja un niveau basal 
d' expression. Ainsi, dans le cas de cellules pre-adipocytaires, 1' acide 

15 nucleique permet generalement aux cellules de sur-exprimer un recepteur 
REV-ERB ALPHA, c est-a-dire de produire le recepteur a un niveau 
superieur a celui observe dans les m6mes cellules en 1' absence de 
construction d' acide nucleique recombinant. Le terme sur-expression 
designe generalement une expression augmentee notamment d' un facteur 

20 2, plus generalement d' un facteur 3. idealement d' un facteur 5 au moins. 
Les cellules sont preferentiellement des cellules de mammiferes, en 
particulier des cellules humaines. II est entendu que des cellules d' autres 
especes peuvent etre utilisees, comme par exemple des cellules de souris, 
rat, singe, hamster, etc.. 

25 

Un objet particulier de la presente invention concerne done une cellule, 
notamment pre-adipocytaire, genetiquement modifiee sur-exprimant le 
recepteur REV-ERB ALPHA. Le terme genetiquement modifie indique que 
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la cellule (ou un anc§tre de celle-ci) a ete modifiee pour contenir un acide 
nucleique recombinant codant ledit recepteur. 

Typiquement, 1' acide nucleique recombinant ou la construction genique 
5 comporte, outre une region codant le recepteur REV-BRB ALPHA, une ou 
des regions de regulation de la transcription, typiquement un promoteur 
et/ou un terminateur transcriptionnel, tels que definis ci-avant. V acide 
nucleique peut etre present ou incorporfe dans un vecteur plasmidique, 
viral, etc.. II peut etre intSgre au genome des cellules, ou rester sous 
10 forme extra-chromosomique (replicative ou non). 

L invention a egalement pour objet un procede de preparation de cellules 
recombinantes exprimant un recepteur REV-BRB ALPHA, notamment de 
cellules pre-adipocytaires genetiquement modifiees sur-exprimant un 

15 recepteur RBV-ERB ALPHA ou un acide nucleique recombinant tels que 
definis ci-dessus. Le procede de 1' invention comprend, de maniere 
generate, 1' introduction d' un acide nucleique recombinant tel que defini 
ci-avant codant un recepteur REV ERB ALPHA dans une cellule h6te. Les 
cellules hates peuvent etre toute population de cellules telle que decrite 

20 ci-avant, de preference un pre-adipocyte, notamment les lignees 
cellulaires 3T3-L1, 3T3-F442A, obl7 ou obl771. 

Selon un premier mode de realisation prefere de 1' invention, les cellules 
recombinantes sont obtenues par transfection de cellules hdtes au moyen 
25 d' un vecteur plasmidique comprenant une construction genique Rev-erb 
alpha. Avantageusement, la transfection est r6alisee en presence d' une 
seconde construction genique codant un gene de selection ou de 
resistance, et les cellules sont selectionnees sur la base de 1' expression 
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dudit gene de selection ou de resistance ainsi que de 1' acide nucieique 
codant REV ERB ALPHA. 

Au sens de 1' invention, le terme « transfection » designe, de maniere 
5 generale, toute technique permettant le transfert d' un acide nucieique 
dans une cellule. II peut s' agir de techniques chimiques, physiques, 
biologiques, etc.. A titre d' exemple, on peut citer 1* electroporation, la 
precipitation au phosphate de calcium, 1' utilisation d' agents facilitant la 
transfection, comme par exemple de lipides, polymeres, peptides, etc., ou 
10 encore 1' emploi de techniques physiques telles que le « gene gun », 
1' utilisation de projectile, le bombardement, etc.. 

Dans un mode particulier de mise en ceuvre, le procede comprend la 
cotransfection des cellules avec un vecteur plasmidique comprenant ledit 

15 acide nucieique recombinant et avec un vecteur plasmidique comportant un 
gene de resistance a un antibiotique, les cellules etant selectionnees pour 
leur resistance audit antibiotique et pour leur expression dudit acide 
nucieique recombinant. Selon un mode prefere de mise en ceuvre de 
1' invention, les cellules recombinantes sont obtenues par co-transfection 

20 de cellules hotes avec une construction genique Rev-erb alpha qui permet 
la sur-expression du recepteur REV-ERB ALPHA et avec une construction 
genique qui permet la sur-expression d' un gene de resistance a un 
antibiotique. Les cellules recombinantes sont ensuite selectionnees en 
presence de 1' antibiotique et testees pour leur sur-expression du 

25 recepteur REV-ERB ALPHA. 

Selon un mode particulier de l* invention, 1' antibiotique utilise est choisi 
parmi les substances suivantes citees a titre d' exemple non limitatifs : 
neomycine, zeocine, hygromycine, blasticidine, etc.. 
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Dans un mode particulier de mise en oeuvre du procede, 1' acide nucleique 
est introduit par transfection au moyen d' un vecteur plasmidique 
comportant en outre un gene de resistance a un antibiotique, les cellules 
etant selectionnees pour leur resistance audit antibiotique et pour leur 

5 expression de 1' acide nucleique recombinant. 

Selon cette variante de 1' invention, la construction genique Rev-erb alpha 
qui permet la sur-expression du recepteur REV-ERB ALPHA comporte 
egalement une cassette fonctionnelle qui permet la sur-expression d' un 
gene de resistance a un antibiotique. Les cellules recombinantes sont 

10 ensuite selectionnees en presence de 1' antibiotique et testees pour leur 
sur-expression du recepteur REV-ERB ALPHA. Selon un mode particulier 
de 1' invention 1' antibiotique utilise est choisi parmi les substances, 
suivantes cit6es a titre d* exemple non limitatifs : neomycine, zeocine,.,, 
hygromycine,. blasticidine, etc.. ■< 

15. J 
Dans un autre mode particulier de realisation, 1' acide nucleique est 
introduit par transfection au moyen d' un vecteur plasmidique qui 
comporte en outre un gene de resistance a un antibiotique et une origine 
de replication eucaryote, les cellules etant selectionnees pour leur 

20 resistance audit antibiotique et pour leur expression de 1' acide nucleique 
recombinant. Selon un mode plus particulier. la construction genique Rev- 
erb alpha qui permet la sur-expression du recepteur REV-ERB ALPHA 
comporte done egalement une cassette fonctionnelle qui permet la sur- 
expression d' un gene de resistance a un antibiotique et une origine de 

25 replication eucaryote. Les cellules recombinantes sont ensuite 
selectionnees en presence de 1' antibiotique et testees pour leur sur- 
expression du recepteur REV-ERB ALPHA. Selon un mode particulier de 
1' invention, 1' antibiotique utilise est choisi parmi les substances 
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suivantes citees a titre d' exemple non limitatifs : neomycine, zeocine, 
hygromycine, blasticidine, etc.. 

5 Selon un autre mode pref6re de realisation du procede de 1' invention, 
T acide nucleique est introduit dans les cellules par infection au moyen 
d' un vecteur viral comprenant ledit acide nucleique. Selon un mode 
particulierement prefere de mise en oeuvre de 1* invention, 1' introduction 
est realisee en utilisant un virus recombinant comprenant 1' acide 

10 nucleique recombinant codant le recepteur REV ERB ALPHA et, le cas 
echeant, le gene de selection ou de resistance (« infection »). 
Differents types de virus recombinants peuvent €tre employes, comme par 
exemple des retrovirus, des adenovirus, des AAV (Adenovirus Associated 
Virus), des virus de 1' herpes, des baculovirus modifies, etc.. Les virus 

15 recombinants preferes sont les adenovirus et les retrovirus recombinants. 

Dans un mode de realisation prefere, les cellules recombinantes 
(presentant avantageusement une sur-expression de I" ARN codant pour 
le recepteur REV-ERB ALPHA) sont obtenues par infection des cellules 
20 hates, notamment des pre-adipocytes, au moyen de vecteurs viraux, de 
preference des adenovirus ou des retrovirus, lesdits vecteurs contenant un 
acide nucleique codant un recepteur REV-ERB ALPHA. 

A cet egard, un autre objet de 1' invention reside dans un vecteur viral 
25 comprenant un acide nucleique codant un recepteur REV-ERB ALPHA. Un 
autre objet de 1' invention reside dans un virus recombinant comprenant, 
dans son genome, un acide nucleique codant un recepteur REV-ERB 
ALPHA. Preferentieliement, le vecteur viral est un vecteur defectif pour la 
replication, c' est-a-dire incapable de replication autonome dans une 
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cellule. Typiquement, un vecteur viral est defectif pour un ou plusieurs 
genes viraux essentiels a la replication. Dans le cas des retrovirus, les 
principaux genes viraux sont les genes gag, pol et env. Dans le cas des 
adenovirus, les principaux genes sont contenus dans les regions E1A, E1B, 

5 E4 et E2. Dans les AAV, il s' agit des regions Rep et Cap du genome. La 
construction de vecteurs viraux, defectifs pour 1' un ou plusieurs (ou 
1' ensemble) des genes viraux et comprenant un acide nucleique d' intergt 
est connue de f homme de 1' art. Ces techniques utilisent par exemple 
des lignees d' encapsidation et/ou de vecteurs ou virus helper, comme 

10 illustre dans les exemples. 

Un objet particulier de 1* invention concerne : 

- un adenovirus recombinant defectif comprenant, dans son 
genome, un acide nucleique codant un recepteur RBV-BRB 

15 ALPHA. L' adenovirus est preferentiellement un adenovirus du 

groupe C, notamment Ad5, et/ou comporte avantageusement une 
deletion de tout ou partie de la region E1A et/ou E1B et/ou E4 ; 

- un retrovirus recombinant defectif comprenant, dans son genome, 
un acide nucleique codant un recepteur REV-BRB ALPHA. Le 

20 retrovirus est preferentiellement un retrovirus derive de MLV 

(Mouse Leukemia Virus) ou un lentivirus, et/ou comporte 
avantageusement une deletion de tout ou partie de la region gag 
et/ou pol et/ou env. 



Selon un mode particulier de mise en ceuvre de 1' invention, la preparation 
(e.g., transfection, infection) des cellules, notamment des pre-adipocytes 
est effectu6e avec une construction genique Rev-erb alpha qui comporte, 
outre une region codant le recepteur RBV-BRB ALPHA, par exemple la 
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SEQ ID NO : 3, une ou des regions de regulation de la transcription, 
typiquement un promoteur et/ou un terminateur transcriptionnel. Selon un 
mode prefere de 1' invention, il s' agit de regions regulatrices 
fonctionnelles dans les cellules de mammiferes. A titre d' exemples non 
5 limitatifs on peut citer des promoteurs constitutifs ou regules, inductibles 
ou non, selectifs de tissus ou ubiquitaires, forts ou faibles, comme par 
exemple des promoteurs d* origine virale (par exemple : CMV, LTR, 
SV40) ou provenant de genes cellulaires. 

10 Selon un mode particulier de mise en oeuvre de 1' invention, la preparation 
(e.g., transfection) des cellules (e.g., pre-adipocytes) est effectuee avec 
une construction genique Rev-erb alpha qui comporte, outre une region 
codant le recepteur REV-ERB ALPHA, par exemple la SEQ ID NO : 3, le 
promoteur du gene Rev-erb alpha, par exemple comprenant la sequence 

15 SEQ ID NO : 1, ou comprenant une region de celui-ci, par exemple de 
sequence SEQ ID NO : 2. Selon un autre mode particulier, la preparation 
est realisee avec une sequence choisie parmi ou comprenant les sequences 
SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO : 3. 

20 Pour la preparation des cellules recombinantes de 1* invention, les cellules 
hStes peuvent 6tre mises en contact avec le gene Rev-erb alpha ou 
1* acide nucleique recombinant ou le vecteur ou le virus dans toute 
condition appropriee, puis les cellule recombinantes sont recuperees. La 
mise en contact peut etre realisee dans tout support adapte et dans tout 

25 milieu de culture approprie au type cellulaire (par exemple : DMEM, RPMI, 
etc.). 

Dans un mode de realisation particulier, apres 1' infection ou la 
transfection, on selectionne les lignees stables de cellules en culture. Les 
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cellules genetiquement modifies preferees presentant une sur-expression 
du g£ne codant le r6cepteur REV- ERB ALPHA sont des lign6es stables. 

M6thodes de Criblage 

5 

La presente invention a aussi pour objet des m6thodes d' identification, de 
selection, de caracterisation ou d* optimisation de composes capables de 
moduler la differenciation adipocytaire. Ces methodes peuvent gtre 
r6alis6es en tests cellulaires ou in vitro, par exemple par des tests de 
10 liaison. Ces m6thodes utilisent essentiellement un r6cepteur REV ERB 
ALPHA (ou un acide nucieique correspondant) comme cible moleculaire. 

Dans un premier mode de mise en ceuvre, la pr6sente invention a pour 
objet une methode d* identification, de selection, de caracterisation ou 

15 d' optimisation de composes capables de moduler la differenciation 
adipocytaire, caract6risee en ce que (i) on met en contact un compose & 
tester avec des cellules (de preference pre-adipocytaires) telles que 
definies ci-dessus, (ii) on mesure ou on determine la differenciation 
adipocytaire desdites cellules et (iii), de preference, on compare cette 

20 differenciation k la differenciation adipocytaire des mfimes dites cellules 
en T absence dudit compose & tester. 

De preference, les cellules sont des cellules pre-adipocytaires telles que 
decrites ci-avant, plus particulierement des cellules pre-adipocytaires 
25 (sur-)exprimant le r6cepteur REV-ERB ALPHA. 

Selon une forme de realisation preferee de la methode de T invention, on 
met en contact le compose k tester avec des cellules (de preference des 
cellules genetiquement modifiees sur-exprimant le recepteur REV-ERB 
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ALPHA) en presence ou en absence d' au moins un activateur d' un 
recepteur implique dans le programme de differenciation adipocytaire ou 
d' au moins un activateur d' un gene codant un recepteur implique dans le 
programme de differenciation adipocytaire. 

Les resultats presentes dans les exemples montrent en effet que, de 
maniere surprenante, 1' expression du recepteur REV-ERB ALPHA dans 
les cellules recombinantes de 1' invention sensibilise les pre-adipocytes a 
1' action de facteurs de differenciation adipocytaire et favorise le 
programme de differenciation. Dans ces conditions, la selection de 
composes modulant cette differentiation est grandement facilitee. 



Dans une premiere variante de 1' invention, on utilise au moins un 
activateur d' un recepteur implique dans le programme de differenciation. 

15 adipocytaire, comme par exemple et de maniere non-limitative, un 
activateur du recepteur PPAR GAMMA. V activateur du recepteur PPAR 
GAMMA est par exemple choisi dans le groupe comprenant de maniere 
non limitative : les thiazolidinediones (rosiglitazone, troglitazone, 
englitazone, ciglitazone, pioglitazone, KRP-297), les N-(2- 

20 benzoylphenyl)-L-tyrosines, la 15-deoxy-delta 12,14-prostaglandine J2, 

etc.. 

Dans une autre variante, on utilise au moins un activateur d' un gene 
d' un recepteur implique dans le programme de differenciation 
25 adipocytaire. A titre d' exemple, non limitatif, on met en contact le 
compose a tester avec des cellules genetiquement modifiees sur- 
exprimant le recepteur REV-ERB ALPHA en presence ou en absence 
d' au moins un activateur du gene PPAR gamma. De preference, 
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r activateur du gene PPAR gamma est choisi dans le groupe comprenant : 
C/EBP beta, C/EBP delta, ADD1 (SREBPlc). 

Le compose et 1' activateur peuvent etre mis en contact en meme temps 
5 avec les cellules, ou de mantere sequentielle. Typiquement, Y activateur 
est ajoute en premier, suivi du compost test. 

La mesure de la differenciation adipocytaire peut etre r6alis6e par 

coloration des cellules differenctees. Le colorant est par exemple choisi 
10 dans le groupe comprenant le colorant Oil Red O, Sudan Black. 

La mesure de la differenciation adipocytaire peut aussi 6tre realisee par 

determination du transport ou de la synthese d' acides gras. 

La mesure de la differenciation adipocytaire peut encore §tre realisee par.. 

determination de T expression d' au moins un marqueur specifique des ? * 
15 adipocytes differences, de preference d' un marqueur choisi dans le ? 

groupe comprenant : aP2, adipsine et leptine. 

La methode de T invention est remarquable en ce qu' elle permet : 

- d' identifier des composes capables de moduler Y activity du 
20 recepteur REV-ERB ALPHA, tels que des composes capables de 

moduler 1' expression du g£ne Rev-erb alpha ou des composes 
constituant des agonistes ou antagonistes du recepteur REV-ERB 
ALPHA, Ainsi, la methode de T invention permet notamment 
d* identifier des composes capables d' augmenter la 
25 differenciation adipocytaire et constituant des activateurs de 

T expression du gene Rev-erb alpha ou des agonistes du 
recepteur REV-ERB ALPHA. 

- d' identifier indirectement, en Y absence d* activateur du gene 
PPAR gamma et d' activateur du recepteur PPAR GAMMA, des 
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composes capables d' augmenter la differenciation adipocytaire 
qui agissent corarae des agonistes du recepteur PPAR GAMMA. 

Selon des mises en oeuvre particulieres, la methode de 1' invention 
5 permet * 

- d' identifier des composes capables de diminuer la 
differenciation adipocytaire et constituant des antagonistes du 
recepteur RBV-BRB ALPHA. 

- d* identifier des composes capables d' augmenter la 
10 diff6renciation adipocytaire constituant des agonistes du 

recepteur RBV-ERB ALPHA. 

- d' identifier, en presence d' activateur du gene PPAR gamma 
et/ou d' activateur du recepteur PPAR GAMMA, des composes 
capables de reduire la differenciation adipocytaire. 

15 . d' identifier des composes agonistes du recepteur PPAR 

GAMMA. 

On entend par agoniste ou antagoniste d' un recepteur un compose qui se 
lie audit recepteur et active ou inhibe son activity, respectivement. 

20 

Le compose test peut 6tre d' origine et de nature variees. II peut s' agir 
de composes isoles, d' extraits biologiques, de molecules organiques ou 
inorganiques, de banques de molecules (synthetiques, peptides, acides 
nucleiques, etc.) ou de microorganismes, etc.. Le compose test peut etre 
25 mis en contact avec la construction d' acide nucleique ou les cellules sur 
(ou dans) tout support approprie et notamment sur une plaque, dans un 
tube ou une flasque, une membrane, etc.. Generalement, la mise en contact 
est realisee dans une plaque multipuits ce qui permet de conduire, en 
parallele, des essais nombreux et varies. Parmi les supports typiques on 
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trouve des plaques de microtitration et plus particulierement des plaques 
96 ou 384 puits (ou plus). Selon le support et la nature du compose test, 
des quantites variables de cellules peuvent gtre utiiis6es lors de la mise en 
oeuvre des rnethodes decrites. De manure classique, 10 3 a 10 6 cellules 

5 sont mises en contact avec un type de compost test, dans un milieu de 
culture approprie, et de maniere preferentielle entre 10 4 et.10 5 cellules. La 
quantity (ou la concentration) de compost test peut etre ajustee par 
T utilisateur selon le type de compose (sa toxicity, sa capacity de 
penetration celiulaire, etc.), le nombre de cellules, la longueur de la 

10 periode d' incubation, etc.. G6n6ralement, les cellules sont exposees a des 
quantites de composes test qui varient de InM & ImM. II est bien sur 
possible de tester d' autres concentrations sans devier de la presente.; 
invention. Chaque compose peut de plus etre teste en parall&le, a. 
differentes concentrations. Par ailleurs, differents adjuvants et/ou vecteurs 

15 - et/ou produits facilitant la penetration des composes dans les cellules , 
peuvent, en outre, etre utilises si necessaire. Le contact peut etre 
maintenu par exemple entre quelques minutes et plusieurs heures ou jours, 
particulierement entre 5 et 72 heures, g6n6ralement entre 12 et 48 heures. 

20 Selon un autre mode de realisation, la methode de T invention comprend 
la selection de composes capables de moduler V expression du recepteur 
REV-ERB ALPHA, notamment de moduler V effet du recepteur PPAR 
GAMMA sur le promoteur du gene Rev-erb alpha. En effet, les inventeurs 
ont d present mis en evidence que le recepteur PPAR GAMMA est 

25 responsable d' une modulation de V expression du recepteur REV-ERB 
ALPHA, et que cette modulation implique une interaction entre le 
recepteur PPAR GAMMA et le promoteur du gene Rev-erb alpha, 
notamment au niveau de la region Rev-DR2 (SEQ ID NO : 2). 




24 



L' invention concerne egalement une methode d' identification, de 
selection, d' optimisation ou de caracterisation de composes capables de 
moduler la differenciation adipocytaire, caracterisee en ce qu' elle 

5 comprend (i) la mise en contact d'un compose test et d'un acide nucleique 
comprenant la sequence Rev-DR2 ou un equivalent fonctionnel de celle-ci, 
en presence de recepteur PPAR GAMMA, (ii) la mise en evidence d'une 
liaison du recepteur PPAR GAMMA sur cet acide nucleique et, 
eventuellement, (iii) la comparaison de cette liaison a celle observee en 

10 1' absence de compose test, les composes test modulant la liaison du 
recepteur PPAR GAMMA etant des composes modulant la differenciation 
adipocytaire. 

La mesure de la fixation eventuelle du compose test, du recepteur PPAR 
15 GAMMA ou d'un complexe forme du recepteur PPAR GAMMA et dudit 
compos6 test sur 1' element de reponse peut etre effectuee par toute 
methode connue de l'homme du metier par exemple en detectant un signal 
produit par 1' element de reponse suite a ladite fixation. II peut s'agir de 
toutes methodes directes ou indirectes, comme celles utilisant un gene 
20 rapporteur, des tests de liaison, etc.. 

Ainsi, une methode particuliere de l'invention comprend la mise en contact 
d'un compose test et d'un acide nucleique comprenant la sequence Rev- 
DR2 ou un equivalent fonctionnel de celle-ci, en presence du recepteur 
25 PPAR GAMMA, et la mise en evidence d'une liaison du recepteur PPAR 
GAMMA sur cet acide nucleique. La liaison est avantageusement comparee 
a celle observee en I'absence de compose test. Dans un autre mode de 
realisation, le compose test et le recepteur PPAR GAMMA sont mis en 
contact avec un systeme rapporteur comprenant Ci) un promoteur 
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transcriptionnel comprenant une ou plusieurs copies de la sequence SEQ 
ID NO : 2 ou d'un variant fonctionnel de ceile-ci et (ii) un g£ne rapporteur, 
et f activit6 du compost test est determinee par mesure de son effet sur 
l'expression du g6ne rapporteur induite par le r6cepteur PPAR GAMMA. 

5 

Un objet particulier de T invention concerne ainsi- une m6thode 
d' identification, de selection, d' optimisation ou de caracterisation de 
composes capables de moduler la differenciation adipocytaire, caracterisee 
en ce qu' elle comprend la mise en contact d' un compost test et du 

10 r6cepteur PPAR GAMMA avec un systeme rapporteur comprenant (i) un 
promoteur transcriptionnel comprenant une ou plusieurs copies de la 
sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un variant fonctionnel de celle-ci et (ii) un 
gene rapporteur, et revaluation de l'activite du compost test par mesure . 
de son effet sur l'expression du g&ne rapporteur induite par le r6cepteur 

15 PPAR GAMMA 

Le g6ne rapporteur peut etre place sous le contr61e de tout promoteur (par 
exemple la SEQ ID NO : 1) dont la sequence comprend la sequence SEQ ID 
NO : 2 ou un variant fonctionnel de celle-cL Cette sequence particuliere 

20 peut gtre prfesente & raison d'une ou de plusieurs copies dans le promoteur 
(pr6f6rentiellement 1 a 10 et encore plus preferentiellement 1 & 6), en 
amont ou en aval ou en interne, dans la meme orientation ou dans 
f orientation oppos£e. Dans un mode prefer^ de mise en oeuvre de 
^invention, le g£ne rapporteur est plac6 sous le contrCle d'un promoteur 

25 qui comprend une ou plusieurs copies de la sequence SEQ ID NO - 2. 
Preferentiellement, il s'agit d'un promoteur dont le differentiel d'activite en 
Tabsence et en presence de recepteur PPAR GAMMA ou d'un Equivalent 
fonctionnel peut 6tre detects. 
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A cet egard, l'element de reponse au recepteur PPAR GAMMA peut etre 
associe a un promoteur minimal transcriptional. Le promoteur minimal est 
un promoteur transcriptionnel ayant une activity basale faible ou 
inexistante, et susceptible d'etre augmentee en presence d'un activateur 

5 transcriptionnel (par exemple le recepteur PPAR GAMMA). Un promoteur 
minimal peut done etre un promoteur naturellement faible dans les cellules 
de mammifere, e'est-a-dire produisant une expression non toxique et/ou 
non suffisante pour obtenir un effet biologique prononce. 
Avantageusement, un promoteur minimal est une construction preparee a 

10 partir d'un promoteur natif, par deletion de region(s) non essentielle(s) a 
l'activite transcriptionnelle. Ainsi, il s'agit de preference d'un promoteur 
comprenant essentiellement une bolte TATA, generalement d'une taille 
inferieure a 160 nucleotides, centree autour du codon d'initiation de la 
transcription. Un promoteur minimal peut ainsi etre prepare a partir de 

15 promoteurs viraux, cellulaires, forts ou faibles, tels que par exemple le 
promoteur du gene de la thymidine kinase (TK) du virus de l'herpes, le 
promoteur immediat du CMV, le promoteur PGK, le promoteur SV40, etc.. 

Dans un mode de realisation prefer, le gene rapporteur est place sous le 
20 contrSle du promoteur du gene Rev-erb alpha, par exemple d'un 
promoteur comprenant la sequence non-codante de SEQ ID NO : 1. 

Tout gene rapporteur peut etre utilise dans le proc6d6 de criblage selon 
l'invention. Parmi ceux-ci. on peut citer par exemple le gene de la 
25 chloramphenicol ac6tyltransf6rase (CAT), le gene de la lucif erase de 
luciole (Luc) ou de Renilla (Ren), le gene de la phosphatase alcaline 
secretee (PAS) ou celui de la beta-galactosidase (p-Gal). L'activite des 
proteines codees par ces genes peut etre facilement mesuree par des 
methodes classiques et permet de connaitre indirectement l'effet des 
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recepteurs nucleaires sur l'expression des genes en mesurant la quantite 
de prolines produites et/ou leur activite enzymatique. Le systeme 
rapporteur est avantageusement introduit dans une population de cellules, 
qui peut etre d'origine procaryote ou eucaryote. 

5 

Un autre objet de 1' invention reside dans 1' utilisation .d' un compose 
identifie, selectionne, caracterise ou optimise selon un procede decrit ci- 
avant pour la preparation d* un medicament destine a la mise en ceuvre 
d' une methode de traitement therapeutique ou vaccinal du corps humain 
10 ou animal, notamment au traitement curatif ou preventif de pathologies 
metaboliques, en particulier du diabete, de 1' obesite, de T insulino- 
resistance et du syndrome X. 

Un autre objet de 1' invention reside dans un procede de preparation d' un , 
15 medicament comprenant (i) une etape de selection d' un compose capable^ 
de moduler la differenciation adipocytaire telle que decrite ci-avant et (ii>, 
la mise en contact d* un compose selectionne, ou d' un analogue de celui- 
ci, avec un vehicule acceptable sur le plan pharmaceutique. 

20 Un autre objet de 1' invention reside dans un procede de preparation d' un 
compose actif sur la differenciation adipocytaire, comprenant (i) une etape 
de selection d' un compose capable de moduler la diff6renciation 
adipocytaire telle que decrite ci-avant et (ii) la synthese d' un compose 
selectionne, ou d' un analogue de celui-ci. 

25 



D' autres aspects et avantages de la presente invention apparaitront a la 
lecture des exemples qui suivent et des dessins en annexe, fournis a titre 
illustratif et non limitatif, dans lesquels, 
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la figure 1 illustre les resultats des analyses par. Northern blot des 
ARNms extraits de tissus adipeux de rats traites ou non a la 
rosiglitazone (BRL): 

Des rats males adultes ont ete traites durant 14 jours soit avec de la 
rosiglitazone (10 mg/kg/jour) soit avec 1* excipient 
(carboxymethylcellulose 1%). Apres sacrifice et dissection, 1' ARN 
total a ete extrait des tissus adipeux epididymal et perirenal. 10 ug 
d' ARNm ont ete soumis a 1' analyse par Northern blot en utilisant des 
sondes d' ADNc du recepteur REV-BRB ALPHA (panneau superieur) 
ou de la P -actine (panneau inferieur). 

la figure 2 montre 1' induction de 1' expression de 1' ARNm du 
recepteur RBV-ERB ALPHA dans les pre-adipocytes 3T3-L1 par la 
rosiglitazone (BRL). 

Les pre-adipocytes 3T3-L1 se sont developpes jusqu' a confluence 
dans un milieu DMEM contenant 10% de serum de veau foetal. Une fois 
a confluence, les cellules ont ete changees dans du DMEM avec 10% 
serum de veau foetal et stimulees avec un melange contenant de 
1' IBMX, de la dexamethasone, de 1' insuline, avec ou sans 
rosiglitazone (luM dans de 1' H 2 0) durant 9 jours. V ARN a ete isole 
et analyse par Northern blot. 

la figure 3 illustre 1' induction de 1' activite du promoteur du gene 
Rev-erb alpha par la rosiglitazone (BRL) et le recepteur PPAR 
GAMMA. 

Des pre-adipocytes 3T3-L1 ont ete transfectes avec un plasmide qui 
comprend un fragment de 1.7 kb du promoteur du gene Reverb alpha 
clone devant le gene reporteur luciferase et avec le plasmide pSG5- 
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PPAR gamma qui permet 1' expression du recepteur PPAR GAMMA 
murin ou le vecteur vide pSG5 correspondant. Les cellules ont ete 
traitees avec de la rosiglitazone (1 uM) et les activities lucif erase ont 
ete mesurees comme decrit precedemment. 

5 

- la figure 4 illustre le r61e du site Rev~DR2 dans V induction de 
1' activite du promoteur du gene Rev-erb alpha par le recepteur PPAR 
GAMMA. 

10 - la figure 4A montre les effets du recepteur PPAR GAMMA sur 1' activite 
d' une construction du promoteur humain du gene codant le recepteur 
REV-ERB ALPHA con tenant un site sauvage ou mute Rev~DR2. 

- la figure 4B montre les effets du recepteur PPAR GAMMA sur 1* activite 
d' une construction du promoteur du gene du recepteur humain REV-ERB 

15 ALPHA contenant un site sauvage ou mute Rev-DR2 clone en deux copies 
en amont du promoteur SV40. 

Des cellules Cos ont ete transferees avec les constructions de reporteurs 
indiquees, et des plasmide pSG5-PPAR gamma ou pSG5. Les cellules ont 
et6 trait6es avec de la rosiglitazone (BRL) et les activites luciferase ont 
20 ete mesurees. 

- la figure 5 illustre des tests de mesure de la mobilite electrophoretique 
du recepteur PPAR GAMMA qui se lie en tant qu' heterodimere avec le 
recepteur nucleaire RXR ALPHA au site Rev-DR2 du promoteur du 
25 gene Rev-erb alpha. 

Les tests de mesure de la mobilite electrophor6tique ont ete effectues en 
utilisant les oligonucleotides indiques, marques en leur extrSmite, en 
presence des recepteurs PPAR GAMMA murin, RXR ALPHA murin, REV- 
ERB ALPHA humain produit par lysat de reticulocytes, ou de lysats non- 
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programmes Uysat). Les experiences de competition de la liaison ont ete 
effectuees en ajoutant un exces 0, 10 ou 100 fois de 1' oligonucleotide 
Rev-DR2 froid. 

5 - la figure 6 montre que 1' expression exogene du recepteur REV-ERB 
ALPHA stimule 1' accumulation lipidique dans les cellules 3T3-L1. 

Des cellules 3T3-L1 ont ete infectees avec un retrovirus contrdle (MFG- 
Neo) ou avec un retrovirus qui permet la sur-expression du recepteur 
10 REV-ERB ALPHA (MFG-Rev-erb alpha). Les cellules resultantes ont ete 
induites pour se differencier avec ou sans rosiglitazone (BRL) a luM 
durant huit jours. Les cellules ont ensuite 6te fixees et colorees avec de 
1' Oil red O. 

- la figure 6A, C et D montre des vues au microscope des cellules 
15 colorees a 1* Oil red O. 

- la figure 6B montre des vues macroscopiques des plaques colorees a 

1' Oil red 0. 

- la figure 6E montre 1' expression exogene ou endogene de la proteine 
REV-ERB ALPHA (Ecto-Rev ou Endo-Rev) controlee par Western blot. 

20 Un anticorps polyclonal de lapin anti- REV-ERB ALPHA dirige contre un 
peptide synthetique (constituee par les acides aminees 263-365 de la 
sequence humaine) a ete utilise pour les experiences d' immunocytochimie 
et de Western blotting. 

25 - la figure 7 illustre 1' impact de 1' expression exogene du recepteur 
REV-ERB ALPHA sur 1' expression des ARNms du recepteur PPAR 
GAMMA et du gene aP2 utilise corarae marqueur de la differenciation 
adipocytaire. Des cellules 3T3-L1 ont ete infectees soit avec le retrovirus 
MFG-Neo soit avec le retrovirus MFG-Rev et traitees durant 8 jours avec 
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un melange contenant de 1' IBMX et de 1' insuline (note Mix), avec ou 
sans rosiglitazone 1 yM. Les ARNms ont ensuite ete extraits et analyses 
par Northern blot a 1' aide des sondes indiquees. 

5 D' autres avantages et caracteristiques de 1' invention apparaitront a la 
lecture des exemples qui suivent qui refletent les travaux mis en ceuvre 
par les inventeurs pour aboutir a la conception et a la mise en oeuvre de la 
methode de criblage. 

10 1- MATERIELS ET METHODES 

Materiels 

La Rosiglitiazone (Ref. BRL49653) est un echantillon fourni par A. Bril 
(SKB, Rennes, France), des cellules GP+ E86 (Columbia University, New 
15 York, U.SA.) et le plasmide pMFG (Massachusetts Institut of Technology, \ 
Cambridge, U.SA.). 

Animaux 

Des rats Sprague-Dawley males (ages de 10 semaines) ont ete traites 
20 durant 14 jours par gavage avec de la rosiglitiazone (10 mg/kg/j) en 
suspension dans du 1% carboxymethylcellulose. Les animaux contrdle ont 
regu un volume equivalent (5 ml/kg/j) de la solution de 
carboxymethylcellulose. A la fin des experiences, les animaux sont 
sacrifies sous anesthesie a 1' ether. Le tissu adipeux est retire 
25 immediatement et congele dans de V azote liquide. 

Analyse d' ARK 

V extraction de 1' ARN et les analyses par Northern blot ont ete 
effectuees selon le protocole decrit precedemment (Staels, B. et al. 1192, 
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Arterioesclerosis and Thrombosis 12(3), 286-294) en utilisant des sondes 
ADNc Rev-erb alpha de rat, PPAR gamma et aP2 murins, beta-actine de 
poulet ou 36B4 humain. 

5 Experiences de transfection , 

Les constructions qui comprennent des fragments du promoteur du gene 
Rev-erb alpha clones dans le plasmide sans promoteur pGL2 ou le 
plasmide SV40pGL2 (Promega, Madison, WI, U.S.A.) ont ete decrits 
precedemment (Adelmant, G. et al. 1996, Proc.natl Acad Sci.USA, 93(8), 

10 3553-3558). Les cellules humaines d' hepatome HepG2 ont ete obtenues 
de la Collection Europeenne de culture de cellules animales (Porton Down, 
Salisbury, UK) et les cellules 3T3-L1 ont ete obtenues de I' American 
Type Cell Culture (ATCC). Les cellules sont cultivees dans du milieu 
DMEM, supplements avec 2 mM glutamine et 10% (vol/vol) de serum de 

15 veau foetal (SVF), dans une atmosphere humidifiee contenant 5% de C0 2 a 
37°C. Toutes les transfections ont ete effectuees en triplica. Les activites 
luciferase ont ete determinees sur les extraits cellulaires totaux en 
utilisant un systeme de test de luciferase (Promega, Madison, WI, U.S.A.). 

20 Traduction in vitro et EMSAs . 

Les plasmides pSG5-mPPAR gamma, pSG5-mRXR alpha et pSG5-hRev- 
erb alpha ont ete transcrits in vitro avec la polymerase T7 et traduits en 
utilisant le systeme de lysats de reticulocytes de lapin (Promega, Madison, 
WI, U.S.A.). Les experiences de retard sur gel avec les proteines REV- 

25 ERB ALPHA, PPAR GAMMA et/ou RXR ALPHA ont ete effectues comme 
decrit prealablement (Gervois, P. et al. 1999, Molecular Endocrinology 
13(3), 400-409) et Vu-Dac, N. et al. 1994, J.Biol.Chem. 269(49), 31012- 
31018). Pour les experiences de competition, des quantites croissantes de 
la sonde froide indiquee ont ete ajoutees immediatement avant 1* ajout de 
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1' oligonucleotide marque. Les complexes ont ete resolus dans des gels de 
poiyacrylamide a 5%, dans un tampon 0,25 X TBE (90 mM borate, 2,5 raM 
EDTA, pH 8,3) a temperature ambiante. Les gels orit ete seches et exposes 
pendant la nuit a - 70°C sur un film de Rayon-X (XOMAT-AR, Eastman 
5 Kodak, Rochester, NY, U.S.A.). 

Production virale et infection. 

Les cellules encapsulant le virus GP+E86 (Markowitz, D. et al. 1988, J. 
Virol. 62(4), 1120-1124) sont cultivees dans du milieu DMEM (4,5 g/1 
10 glucose) contenant 10% de serum de veau inactive par la chaleur 
(HyClone, Logan, UT, USA), 8 ug/ml de gentamicine, 50 U/ml de 
penicilline, 50 ug/ml de streptomycine, a 37°C dans une atmosphere 
contenant 5% C0 2 et 95% d' air humidifie. 

De maniere a g6nerer des lignees cellulaires qui de maniere constitutive 
15 sur-expriment le recepteur REV-BRB ALPHA, la sequence codant pour le 
recepteur REV-BRB ALPHA a ete inseree en amont du site d' entree du 
ribosome interne et du gene de resistance a la neomycine pCITE, 
(Novagen, Madison, WI, USA) du plasmide retroviral MFG (Dranoff, G. et 
al. 1993, Proc. Natl. Acac. Sci. USA, 1993, 90(8), 3539-3543) en utilisant 
20 les sites NcoI-BamHI pour generer le plasmide pMFG- Rev-erb alpha. 

Une construction similaire ou la sequence codant pour le recepteur REV- 
ERB ALPHA est absente est utilise tout au long de 1' etude comme 
contrSle (pMFG-Neo). 

La construction bicistronique est congue pour permettre 1' expression 
25 simultanee du recepteur REV-ERB ALPHA et du produit du gene de la 
resistance a la neomycine des cellules infectees. Pour produire les virus 
recombinants, les cellules GP+E86 (15 000/cm 2 ) sont transferees avec 
les constructions des plasmides MFG (2ug) en utilisant la lipofectamine 
(Life Technologies-Invitrogen, Groeningen, The Netherlands) et en 




selectionnant les resistants en utiiisant 1' analogue de la genelicine G418 
(0,8 mg/ml, Life Technologies-Invitrogen, Groeningen, The Netherlands). 
Les cellules 3T3-L1 ont ete infectees avec les virus MFG-Neo ou MFG- 
Rev-erb alpha produits par GP+ E86 comme decrit (Mattot, V. et al. 2000, 
5 Oncogene, 19(6) 762-772) et selectionnes pour leur resistance a la 
geneticine jusqu' a 1' etablissement de lignees stables 
(approximativement 10 jours). 



Culture cellulaire et differenciation. 

10 Les cellules 3T3-L1 (obtenues de I' ATCC) sont cultivees dans un milieu 
de culture de croissance contenant du DMEM et 10% de serum de veau 
foetal. Les cellules sont differences par la methode de Bernlohr et al. 
(Bernlohr, D.A. et al. 1984, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 81(17), 5468-5472). 
Des cellules post-confluentes apres deux jours de culture (designe comme 

15 jour JO) sont transferees dans un milieu de differenciation (DMEM, 10% 
SVF, 1 urn dexamethasone, 10 ug/ml insuline et 0,5 raM 3-methyl-l- 
isobutylxanthine (IBMXXSigma, St Louis, MI, USA)) pendant deux jours. 
Ensuite les cellules ont ete cultivees dans un milieu de post-differenciation 
(DMEM ; 10% SVF, insuline) avec ou sans rosiglitazone. Le milieu est 

20 change chaque jour. Des pr£-adipocytes 3T3-L1 stables exprimant le 
recepteur REV-ERB ALPHA sont cultives dans les memes conditions mais 
differencies sans dexamethasone. Apres le traitement, les cellules ont ete 
fixees avec 10% formaldehyde dans du PBS et colores avec de 1' Oil Red 
0 (Sigma, St Louis, MI, USA). Alternativement, 1* ARN total est extrait 

25 comme d6crit ci-dessus. 



RESULTATS 

L' activation du recepteur PPAR GAMMA augmen te 1' expression du 
recepteur REV-ERB ALPHA dans le tissu adipeux du rat. 
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Afin de determiner si 1' activation par le recepteur PPAR GAMMA a une 
incidence sur 1' expression du recepteur RBV-ERB ALPHA in vivo, des 
rats ont ete traites avec de la rosiglitazone (notee'BRL), un ligand actif et 
hautement specifique du recepteur PPAR GAMMA durant 14 jours. 

5 V expression du recepteur REV-EBB ALPHA a ete analysee dans les 
tissus adipeux epididymal et perineal par Northern blot. Compare avec le 
contr61e, le traitement avec la rosiglitazone augmente fortement les 
niveaux d' ARNm codant pour le recepteur RBV-ERB ALPHA dans les 
tissus adipeux etudies (Figure 1). Les niveaux d' ARNm de la beta-actine 

10 utilises comme contrale ne sont pas affectes par le traitement. Ces 
experiences demontrent que 1' activation du recepteur PPAR GAMMA par 
la rosiglitazone augmente 1* expression du recepteur REV-ERB ALPHA 
dans le tissu adipeux. 

15 L' activation du recepteur PPAR GAMMA induit V ARNm du recepteur 
REV-ERB ALPHA dans les pre- adipocytes 3T3-L1. 

Afin d' etudier le mecanisme moleculaire de cette induction, les 
inventeurs ont etudie la regulation de 1' expression de V ARNm du 
recepteur REV-ERB ALPHA par la rosiglitazone dans les pre-adipocytes 

20 3T3-L1 (Figure 2). Des pre-adipocytes 3T3-L1 ont ete cultives jusqu' a 
confluence dans un milieu contenant 10% de serum de veau fcetal. Les 
cellules confluentes ont ete transferees dans un milieu contenant du serum 
delipide et les cellules ont ete differenciees avec un melange contenant de 
la dexamethasone, de 1' IBMX, de 1' insuline, avec ou sans rosiglitazone 

25 (1 urn). 

Les niveaux de 1' ARNm codant pour le recepteur REV-ERB ALPHA 
augmentent au fur et a mesure de la differenciation des pre-adipocytes en 
adipocytes. Cependant, compares avec le traitement standard de 
differenciation, les niveaux d' ARNm codant pour le recepteur REV-ERB 
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ALPHA son induits plus precocement lorsque la rosiglitazone est ajoutee. 
Ces niveaux etaient significativement plus eleves apres 9 jours dans des 
adipocytes 3T3-L1 complement differences. 

Utilises comme contr61e, les niveaux de 1* ARNm de la beta-actine ont 
5 faiblement change durant 1' adipogenese et ne sont pas affectes par le 
traitement avec la rosiglitazone. 

I.r recepteur PPAR GAMMA induit 1' expression du recepteur REV-BRB 
ALPHA au niveau transcriptionnel. 

10 

Afin d' elucider si 1' induction de 1* ARNm du recepteur RBV-BRB 
ALPHA se produit au niveau transcriptionnel, les inventeurs ont teste les 
effets de la sur- expression du recepteur PPAR GAMMA et de la 
stimulation par la rosiglitazone sur 1* activite transcriptionnelle d' une 

15 construction comportant un gene rapporteur de lucif erase sous le contrSle 
d' un fragment de 1,7 kb du promoteur du gene Rev-erb alpha. 
Des cellules 3T3-L1 ont ete transferees avec la construction comportant 
le gene rapporteur de lucif erase sous le controle d' un fragment de 1,7 kb 
du promoteur du gene Rev-erb alpha en presence du vecteur 

20 d' expression pSG5-PPAR gamma qui permet 1* expression du recepteur 
PPAR GAMMA murin ou du vecteur vide pSG5 correspondant et traitees 
avec de la rosiglitazone ou 1' excipient. 

L' activite du promoteur du gene Rev-erb alpha est induite par la sur- 
expression du recepteur PPAR GAMMA, un effet qui est par ailleurs 
25 amplifie en presence de rosiglitazone (Figure 3). Par contre, lorsque la 
construction comportant le gene rapporteur de luciferase sous le contrdle 
d' un fragment de 1.7 kb du promoteur du gene Rev-erb alpha est 
transferee seule, aucun effet n est observe. Ces donnees indiquent que 
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la transcription du gene Rev-erb alpha est induite par la rosiglitazone via 
T activation du recepteur PPAR gamma. 

Un 616ment, nomm6 Rev-DR2, qui prdsente une forte homologie, avec un 
616ment de rdponse de type « DR2 » d* un recepteur nucl6aire a et£ 
5 identifie dans le promoteur du g&ne Rev-erb alpha. II a 6te montr6 que, 
ledit recepteur REV-ERB ALPHA se lie sur ce site et r6prime sa propre 
transcription via celui-ci (Adelmant, G. et al, 1996, Proc.Natl.Acad.Sci, 
93(8), 3553-3558). Celui-ci a par ailleurs 6t6 identifie comme fetant 
I' element de rdponse sur lequel T heterodimere PPAR aipha/RXR ALPHA 

10 se fixe pour conferer une rfeponse aux fibrates au gene Rev-erb alpha 
dans le foie (Gervois et al., MoL Endocrinol., 13, 400-409, 1999). 
Pour confirmer que le site Rev-DR2 peut egalement fonctionner comme un 
element de r6ponse du recepteur PPAR GAMMA dans le tissu adipeux, les 
inventeurs ont effectue des experiences de transfections transitoires en"? 

15 utilisant des constructions comprenant les versions sauvages et tronqu6es* 
du promoteur du g6ne Rev-erb alpha notees pGL2-hRev-erba5 et pGL2-' 
hRev-erbccA decrites pr6c6demment (Adelmant, G, et al, 1996, 
Proc.Natl.Acad.Sci, 93(8), 3553-3558) (Figure 4). Pour confirmer que le 
site Rev-DR2 peut Egalement fonctionner comme un element de reponse 

20 du recepteur PPAR GAMMA dans le tissu adipeux, les inventeurs ont 
Egalement effectu6 des experiences de transfections transitoires en 
utilisant des constructions decrites pr6c6demment (Adelmant, G. et al, 
1996, Proc.Natl.Acad.Sci, 93(8), 3553-3558) comprenant les versions 
sauvages et mut6es du site Rev-DR2 clon6es en amont du promoteur SV40 

25 (Rev-DR2, Rev-DR2M5 , et Rev-DR2M3' ) (Figure 4). La cotransfection 
dans les cellules HepG2 d 1 un vecteur d' expression du recepteur PPAR 
GAMMA et d' un vecteur rapporteur qui comporte deux copies du site 
Rev-DR2 sauvage clon6es en amont du promoteur SV40 et du gene 
rapporteur luciferase conduit a une induction am61ior6e d' un facteur 2,5 
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de T activite transcriplionnelle par rapport au niveau obtenu avec le 
vecteur d' expression pSG5 vide. Par contre, aucun effet n' est observe 
lorsque le vecteur rapporteur utilise comporte deux copies du site Rev- 
DR2 mute soit en position 3' , soit en position 5* . L' effet de la sur- 
expression du recepteur PPAR GAMMA est amplifie en presence de 
rosiglitazone. Ces resultats montrent clairement que l' activite du 
promoteur du gene Rev-erb alpha est regulee par le recepteur PPAR 
GAMMA et que cette induction est effectuee via le site Rev-DR2 (Figure 
4). 

Le recepteur PPAR GAMMA se lie en tant au' hete rodimere avec le 
recepteur RXR ALPHA au site Rev-DR2 . 

Enfin il a ete recherche si le recepteur PPAR GAMMA se lie sur le site 
Rev-DR2. Un test de mesure de 1' electromobilite (retard sur gel ou 
EMSAs) a ete effectue en utilisant les proteines PPAR GAMMA et RXR 
ALPHA synthetisees in vitro. Comme controle, le recepteur REV-ERB 
ALPHA produit in vitro se lie au site Rev-DR2 sauvage aussi bien comme 
monomere que comme homodimere (Figure 5). Par contre on n' observe 
pas de liaison sur 1' oligonucleotide Rev-DR2 portant une mutation sur le 
demi-site AGGTCA situe en 5' (M5' ) tel que decrit precedemment 
(Adelmant, G. et al, 1996, Proc.Natl.Acad.Sci, 93(8), 3553-3558). Enfin, le 
recepteur REV-ERB ALPHA se lie en tant que monomere au site Rev-DR2 
portant une mutation sur le demi-site AGGTCA situe en 3' (M3' ) tel que 
decrit precedemment (Adelmant, G. et al, 1996, Proc.Natl.Acad.Sci, 93(8), 
3553-3558). Les recepteurs RXR ALPHA ou PPAR GAMMA seuls ne se 
lient a aucun des oligonucleotides indiquant que PPAR GAMMA et RXR 
ALPHA ne peuvent pas se lier en tant que monomeres. La liaison au site 
Rev-DR2 a ete observee lorsque le recepteur PPAR GAMMA est incube 
avec le recepteur RXR ALPHA. La liaison est specifique puisqu une 



39 

competition est etablie avec un exces d' oligonucleotide non-marque. Par 
contre, aucune liaison du complexe PPAR GAMMA/RXR ALPHA n est 
observee sur le site Rev-DR2 mute (M5' ou M3' ). Ces experiences de 
liaison demontrent que PPAR GAMMA se lie en tant qu' heterodimere 
5 avec RXR ALPHA au site Rev-DR2 intact du promoteur du gene Rev-erb 
alpha. 

Le recepteur REV-ERB ALPHA augmente 1' activity adi pogeniaue du 
r£cepteur PPAR GAMMA. 

10 Afin de confirmer directement la participation du recepteur REV-ERB 
ALPHA dans 1' adipogenese, la totalite du cDNA codant pour le recepteur 
REV-ERB ALPHA a ete clonee dans un vecteur retroviral. Des pre- 
adipocytes 3T3-L1 ont ensuite ete infectes avec le virus resultant. Des , 
lignees stables etablies par selection en presence de T antibiotique G418 . 

15 (Neomycine) apres infection soit avec le virus MFG-Neo (contrOle negatif), 
soit avec le virus MFG- Rev-erb alpha, sont mises en culture jusqu' a 
confluence et ulterieurement traitees avec un milieu de diff6renciation 
(note Mix) contenant de 1' IBMX, de 1' insuline avec ou sans rosiglitazone 
notee BRL (1 uM). V expression endogene ou induite par infection virale 

20 de REV-ERB ALPHA a ete verifiee par des analyses immunocytochimiques 
ou par Western blot (Figure 6E). Les cellules infectees par MFG-Neo 
expriment des niveaux eleves de recepteur REV-ERB ALPHA par 
comparaison aux cellules contrSle infectees avec MFG-Neo. 
En absence de rosiglitazone, 1' expression exogene du recepteur REV- 

25 ERB ALPHA induit seulement une faible differenciation morphologique des 
pre-adipocytes. En presence de rosiglitazone (1 uM), on observe une 
augmentation de la differenciation des pre-adipocytes et de 
1' accumulation lipidique dans les cellules exprimant le recepteur REV- 
ERB ALPHA, par rapport aux cellules contrOles. En effet, apres fixation et 



1(31 UtJ|JUl 

40 



coloration avec du " Oil red 0 " , une faible accumulation de lipides est 
observee en absence de rosiglitazone, mais une forte accumulation 
lipidique est observee dans les cellules exprimant le recepteur REV-BRB 
ALPHA traitees avec de la rosiglitazone durant 8 jours (Figures 6A - 6D). 
5 Pour obtenir le meme resultat avec de la rosiglitazone seule sans 
stimulation hormonale, les cellules doivent etre differenciees durant 16 
jours (donnees non montrees). 

Ces changements morphologiques se produisent en parallele avec une 
variation similaire de 1' ARNm des marqueurs specifiques des adipocytes. 
10 Les analyses par Northern blot montrent un niveau d" expression du 
recepteur PPAR GAMMA, et d' aP2 faible mais significatif dans les 
cellules exprimant le recepteur REV-ERB ALPHA (Figure 7). 
De maniere surprenante, le niveau endogene du recepteur REV-ERB 
ALPHA est perturbe dans les cellules sur-exprimant le recepteur REV- 
IS ERB ALPHA. Les niveaux d' ARNm d' aP2 et de recepteur PPAR GAMMA 
sont eleves dans les cellules exprimant le recepteur REV-ERB ALPHA 
traitees avec un melange de rosiglitazone apres seulement 4 jours de 
differenciation (Figure 7), ou avec de la rosiglitazone seule (Figure 7). Ce 
phenomene n' est observe qu' apres 8-12 jours dans les cellules 
20 controle. Ces resultats montrent que 1' expression exogene de recepteur 
REV-ERB ALPHA produit un faible effet sans la stimulation hormonale et 
amplifie 1' induction de 1' adipogenese par 1' activation par le ligand 
PPAR GAMMA. 

25 C est ainsi que 1' utilisation de la lignee des cellules pr6-adipocytaires 
de T invention, sur-exprimant le recepteur REV-ERB ALPHA a permis 
f identification du gene Rev-erb alpha comme un nouveau gene cible pour 
le recepteur PPAR GAMMA dans la cascade adipogenique des facteurs de 
transcription. Cette constatation du r6le actif du recepteur REV-ERB 
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ALPHA dans le processus de differenciation adipocytaire a permis aux 
inventeurs de mettre en oeuvre une nouvelle m6thode de criblage pour 
identifier des composes actifs intervenant dans la modulation adipocytaire. 
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REVENDICATIONS 

1. Cellule pre-adipocytaire genetiquement modifiee, caracterisee en ce 
qu' elle comprend un acide nucleique recombinant codant un recepteur 

5 RBV-BRB ALPHA. 

2. Cellule selon la revendication 1, caracterisee en ce que le recepteur 
REV-ERB ALPHA comprend la sequence SEQ ID NO :4 ou un fragment ou 
variant fonctionnei de celle-ci. 

10 

3. Cellule selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que 1* acide 
nucleique recombinant comprend la sequence SEQ ID NO : 3 ou un 
fragment de celle-ci. 

15 4. Cellule selon I' une des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
1* acide nucleique recombinant comprend en outre la sequence SEQ ID 
NO : 1 ou un fragment de celle-ci comprenant la sequence SEQ ID NO -2. 

5. Cellule selon I' une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que 
20 1' acide nucleique recombinant est incorpore dans un vecteur plasmidique. 

6. Cellule selon 1* une des revendications 14 4, caracterisee en ce que 
f acide nucleique recombinant est incorpore dans un vecteur viral. 

25 7. Cellule selon 1' une des revendications 1 a 6, caract6risee en ce que 
1' acide nucleique recombinant est integre dans le genome de la cellule. 



8. Procede de preparation d' une cellule pre-adipocytaire selon 1' une des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que 1* on introduit dans une cellule 
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de pr£-adipocyte un acide nucleique recombinant codant un recepteur REV 
ERB ALPHA. 

9. Proeede selon la revendication 8, caracterise en ce que les pre- 
5 adipocytes sont choisis parmi les lignees cellulaires 3T3-L1, 3T3-F442A, 

obl7 et obl77L 

10. Proeede selon T une des revendications 8 ou 9, caracterise en ce que 
T acide nucleique est introduit par transfection au moyen d' un vecteur 

10 plasmidique. 

11. Proeede selon la revendication 10, caracterise en ce qu' il comprend 
la cotransfection des cellules avec un vecteur plasmidique comprenant 
ledit acide nucleique recombinant et un vecteur plasmidique comportant un / 

15 gene de resistance a un antibiotique, et en ce que les cellules sont y 
s61ectionn6es pour leur resistance audit antibiotique et pour leur 
expression dudit acide nucleique recombinant. 

12. Proeede selon la revendication 10, caracterise en ce que V acide 
20 nucleique est introduit par transfection au moyen d* un vecteur 

plasmidique comportant en outre un gene de resistance a un antibiotique, 
et en ce que les cellules sont selectionn6es pour leur resistance audit 
antibiotique et pour leur expression de V acide nucleique recombinant. 

25 13. Proeede selon la revendication 10, caract6ris6 en ce que f acide 
nucleique est introduit par transfection au moyen d* un vecteur 
plasmidique comportant en outre un gene de resistance & un antibiotique et 
une origine de replication eucaryote, et en ce que les cellules sont 
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selectionnees pour leur resistance audit antibiotique et pour leur 
expression de 1' acide nucleique recombinant. 

14. Procede selon 1' une des revendications 8 ou 9, caracterise en ce que 
5 T acide nucleique est introduit par infection au moyen d' un vecteur viral. 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que 1' infection 
est effectuee au moyen d' un adenovirus ou d' un retrovirus recombinant. 

10 16. Procede selon 1' une quelconque des revendications 8 a 15, 
caracterise en ce que 1' acide nucleique recombinant comprend la SEQ ID 
No : 3 ou un fragment de celle-ci. 

17. Procede selon 1' une quelconque des revendications 8 a 16, 
15 caracterise en ce que 1' acide nucleique recombinant comprend en outre 

une ou des regions de regulation de la transcription, typiquement un 
promoteur et/ou un terminateur transcriptionnel. 

18. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que 1' acide 
20 nucleique recombinant comprend la sequence SEQ ID NO : 1 ou un 

fragment de celle-ci comprenant la sequence SEQ ID NO :2. 

19. Procede selon 1' une quelconque des revendications 8 a 18, 
caracterise en ce que, apres 1* infection ou la transfection, on selectionne 

25 les lignees stables de pre-adipocytes en culture. 

20. Methode d' identification de composes capables de moduler la 
differenciation adipocytaire, caracterisee en ce que (i) on met en contact 
un compose a tester avec une population de cellules pre-adipocytaires 
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selon T une des revendications 1 & 7, (ii) on mesure ou on determine la 
differenciation adipocytaire desdites cellules et (iii), de preference, on 
compare cette differenciation & la differenciation adipocytaire des memes 
dites cellules pr6-adipocytaire en 1' absence dudit compose & tester. 

5 

21. M6thode selon la revendication 20, caracterisee en ce que le composfe 
a tester est mis en contact avec des cellules sur-exprimant le r6cepteur 
REV-BRB ALPHA en presence ou en absence d' au moins un activateur 
d' un rfecepteur impliqu£ dans le processus de differenciation adipocytaire. 

10 

22. Methode selon la revendication 21, caracterisee en ce que 
1' activateur du r6cepteur impliqu6 dans le processus de differenciation 
adipocytaire est un activateur du recepteur PPAR GAMMA. 

4 

15 23. Methode selon la revendication 22, caract6ris6e en ce que;; 
T activateur du r6cepteur impliqu6 dans le processus de differenciation 
adipocytaire est choisi dans le groupe comprenant notamment : les 
thiazolidinediones, telles que rosiglitazone, troglitazone, englitazone, 
ciglitazone, pioglitazone, ou KRP-297, les N-(2-benzoylphenyl)-L- 

20 tyrosines et la 15-deoxy-delta 12,14-prostaglandine J2. 

24. Methode selon la revendication 20, caracferisee en ce que V on met 
en contact le compost & tester avec les cellules pr6-adipocytaires definies 
dans T une des revendications H 7 en presence ou en absence d' au 
25 moins un activateur d' un g£ne impliqu6 dans le processus de 
differenciation adipocytaire. 
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25. Methode selon la revendication 24, caracterisee en ce que 
1' activateur d' un gene implique dans le processus de differenciation 
adipocytaire est un activateur du gene PPAR gamma. 

5 26. Methode selon la revendication 25, caracterisee en ce que 
f activateur du gene PPAR gamma est choisi dans le groupe comprenant 
C/EBP beta, C/EBP delta et ADD1 (SREBPlc). 

27. Methode selon 1* une quelconque des revendications 20 a 26, 
10 caracterisee en ce que la mesure de la differenciation adipocytaire est 

realisee (i) par coloration des cellules differenciees, de preference avec un 
colorant choisi parmi le colorant Oil Red 0 et Sudan Black, (ii) par 
determination du transport ou de la synthese d' acide gras, et/ou (hi) par 
determination de 1' expression d' au moins un marqueur specifique des 
15 adipocytes differences, de preference d' un marqueur choisi parmi aP2, 
adipsine et leptin. 

28. Methode d* identification de composes capables de moduler la 
differenciation adipocytaire, caracterisee en ce qu' elle comprend (i) la 

20 mise en contact d'un compose test et d'un acide nucleique comprenant la 
sequence SEQ ID NO : 2 ou un equivalent fonctionnel de celle-ci, en 
presence de recepteur PPAR GAMMA, (ii) la mise en evidence d'une 
liaison du recepteur PPAR GAMMA sur cet acide nucleique et, 
6ventuellement, (iii) la comparaison de cette liaison a celle observee en 

25 l'absence de compose test, les composes test modulant la liaison du 
recepteur PPAR GAMMA etant des composes modulant la differenciation 
adipocytaire. 
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25. Methode selon la revendication 24, caracterisee en ce que l'activateur 
d'un gene implique dans le processus de differenciation adipocytaire est un 
activateur du gene PPAR' gamma. . H . 

5 26. Methode selon la revendication 25, caracterisee en ce que l'activateur 
du gene PPAR gamma est choisi dans le groupe comprenant C/EBP beta, 
C/EBP delta et ADD1 (SREBPlc). 

27. Methode selon l'une quelconque des revendications 20 a 26, 
10 caracterisee en ce que la mesure de la differenciation adipocytaire est 

r6alisee (i) par coloration des cellules differenciees, de preference avec un 
colorant choisi parmi le colorant Oil Red 0 et Sudan Black, (ii) par 
determination du transport ou de la synthese d'acide gras, et/ou (iii) par 
determination de l'expression d'au moins un marqueur specifique des* 
15 adipocytes differencies, de preference d'un marqueur choisi parmi aP2,' 
adipsine et leptin. 

28. Virus recombinant defectif, de preference un adenovirus ou un 
retrovirus recombinant defectif, caracterise en ce qu'il comprend dans son 

20 genome un acide nucleique codant un recepteur RBV-ERB ALPHA. 
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29. Methode d' identification de composes capables de moduler la 
differenciation adipocytaire, caracterisee en ce qu' elle comprend la mise 
en contact d' un compos6 test et du recepteur PPAR GAMMA avec un 
systeme rapporteur comprenant (i) un promoteur transcriptionnel 
comprenant une ou plusieurs copies de la sequence SEQ ID NO : 2 ou d'un 
variant fonctionnel de celle-ci et (ii) un gene rapporteur, et Evaluation de 
l'activite du compose test par mesure de son effet sur Expression du 
gene rapporteur induite par le recepteur PPAR GAMMA. 

30. Utilisation d' un compose identifie par une methode selon 1' une des 
revendications 20 a 29, ou d' un analogue de celui-ci, pour la preparation 
d' un medicament destine au traitement preventif ou curatif d' une 
maladie metabolique. 

31. Utilisation d' un compose identifie par une methode selon 1* une des 
revendications 20 a 29, ou d' un analogue de celui-ci, pour la preparation 
d' un medicament destine au traitement preventif ou curatif du diabete, de 
1' obesite, de 1' insulino-resistance et du syndrome X. 

32. Virus recombinant defectif, de preference un adenovirus ou un 
retrovirus recombinant defectif, caracterise en ce qu' il comprend dans 
son genome un acide nucleique codant un recepteur REV -ERB ALPHA. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<1 10> GENFIT SA 

<120> Methode d' identification de substances capables de 
moduler la differentiation adipocytaire 

<130> B0097FR 

<140> 
<141> 

<160> 4 

<170> Patent In Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 1999 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

gaattcatgc tgcctgtgga gaagggcttc ctatgtgaag aaaaccctct ctagaagcac 60 
tgggactggg gaggaattag cgggagcagc aggtggctca ggctccctct cccttcgctg 120 
cctaagaagc ttccatcccc tccatgaccc aagccctcta acatgataga tctcctctac 180 
ttgagatctg ttattactca tgggacagtt gctgctctga agcgaaatac tggctgtttt 240 
ttgtttgttt gttttggaga cagagtctca ctctatcccc agggcggagt gcaatggcga 300 
tctcggctca ctgcaacctc cacctcccgg gttctagcga ttctcctgcc tcagcctcct 360 
gactagctgg gattacaggc acccaccacc acatccggct aatttttgta tttttagtag 420 
agacgtggtt tcaccgtgtt ggtcaggctg gtctcaaact cctgacctca ggtgatcaac 480 
ccacctcagc ctcacaaagt gctgggatta caggcatgag ccaaagcacc cggcaatgct 540 
ggctgtttct aacccctgtt cagtatttca cttgtacatc tacccacctt cccattcggg 600 
gtgggcagat gaaactagca atggacgtct gaccttgggt cggtcacttc tcctaagctt 660 
cctgttcccc actagtaaaa agagggaggc ttaagatgat ctacatgttc ccctctgagt 720 
agtaatcttc tgtggaattc atattttatc ctccagcacc gaggggcagg ggtgtcactc 780 
tgcccccacc ccctgcctca cctcttcccc attactttag gacctcaaag cactttcact 840 
attagttccc ctctgttgtc ctttttattt cccagacaaa gggaaatgac tcaccccaaa 900 
gtcaactgga gtgggtggaa tggtgtcaat acaagcaaac agggagtccc tacagacatc 960 
cctacctctg tgggaactcc ttcccctgga ggtgttctcc ctaaggcgag tagaagggaa 1 020 
agggggtcac atttcctttc cttctctgga ctttgccctg aagcagaggg cagcctaagc 1080 
tcctgactcc agggaaatct ccctccccgg cttctctctc tcccggtcac cagtaacctc 1 1 40 
aggacgaggt cagtcctgca atcacgtgaa gccctcacgt ttgcaaggtt tgcagaaagg 1200 
gcctcttagc tttgatctcc cagacagcaa acaagcttgc cagtccctcc ccagaaattc 1260 
acatgcccct gccatacagg ctttctaaac acgccaccct gactcttcag cgcaccccac 1320 
cccaccccac tctcagctcc tcccaggtcc cggcaagcgc tttgccaggc agaaagggga 1380 
aaggcacgca gtccgcccac tttgtcggtg gactacaaat cccgacagtc ttgtcgttgc 1440 
gcaggcgcgc aagagctcaa cgtgccggct gttggaaaag tgtgtcactg gggcaccgag 1500 
gcgctccctg ggatcacatg gtacctgctc cagtgccgcg tgcggcccgg gaaccctggg 1560 
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ctgctggcgc ctgcgcagag ccctctgtcc cagggaaagg ctcgggcaaa aggcggctga 1620 

gattggcaga gtgaaatatt actgccgagg gaacgtagca gggcacacgt ctcgcctctt 1680 

tgcgactcgg tgccccgttt ctccccatca cctacttact tcctggttgc aacctctctt 1740 

cctctgggac ttttgcaccg ggagctccag attcgctacc ccgcagcgct gcggagccgg 1800 

caggcagagg caccccgtac actgcagaga cccgaccctc cttgctacct tctagccaga 1860 

actactgcag gctgattccc cctacacact ctctctgctc ttcccatgca aagcagaact 1920 

ccgttgcctc aacgtccaac ccttctgcag ggctgcagtc cggccacccc aagaccttgc 1980 

tgcagggtgc ttcggatcc 1999 



<210> 2 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Rev-DR2 
<400> 2 

aaaagtgtgt cactggggca 



<210> 3 

<211> 1845 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1 ) . . (1845) 

<223> REV ERB ALPHA 



<400> 3 

atg acg acc ctg gac tec aac aac 
Met Thr Thr Leu Asp Ser Asn Asn 
1 5 

att ggc tec agt ggc tec tec cca 
lie Gly Ser Ser Gly Ser Ser Pro 
20 



aac aca ggt ggc gtc ate acc tac 48 
Asn Thr Gly Gly Val lie Thr Tyr 
10 15 

age cgc acc age cct gaa tec etc 96 
Ser Arg Thr Ser Pro Glu Ser Leu 
25 30 



tat agt gac aac tec aat ggc age tte cag tec ctg acc caa ggc tgt 144 
Tyr Ser Asp Asn Ser Asn Gly Ser Phe Gin Ser Leu Thr Gin Gly Cys 
35 40 45 



ccc acc tac ttc cca cca tec ccc act ggc tec etc acc caa gac ccg 
Pro Thr Tyr Phe Pro Pro Ser Pro Thr Gly Ser Leu Thr Gin Asp Pro 
50 55 60 



192 
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get cgc tec ttt ggg age att cca ccc age ctg agt gat gac ggc tec 240 
Ala Arg Ser Phe Gly Ser lie Pro Pro Ser Leu Ser Asp Asp Gly Ser 
65 70 75 " 80 

cct tct tec tea tct tec teg teg tea tec tec tec tec ftc tat aat 288 
Pro Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Phe Tyr Asn 
85 90 95 

ggg age ccc cct ggg agt eta caa gtg gee atg gag gac age age cga 336 
Gly Ser Pro Pro Gly Ser Leu Gin Val Ala Met Glu Asp Ser Ser Arg 
100 105 no 



gtg tec ccc age aag age ace age aac ate ace aag ctg aat ggc atg 
Val Ser Pro Ser Lys Ser Thr Ser Asn lie Thr Lys Leu Asn Gly Met 
115 120 125 
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gtg tta ctg tgt aaa gtg tgt ggg gac gtt gee teg ggc ttc cac tac 432 
Val Leu Leu Cys Lys Val Cys Gly Asp Val Ala Ser Gly Phe His Tyr 
130 135 140 

ggt gtg cac gee tgc gag ggc tgc aag ggc ttt ttc cgt egg age ate 480 
Gly Val His Ala Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe Arg Arg Ser lie 
145 150 155 160 

cag cag aac ate cag tac aaa agg tgt ctg aag aat gag aat tgc tec 528 
Gin Gin Asn He Gin Tyr Lys Arg Cys Leu Lys Asn Glu Asn Cys Ser 
165 170 175 

ate gtc cgc ate aat cgc aac cgc tgc cag caa tgt cgc ttc aag aag 576 
He Val Arg lie Asn Arg Asn Arg Cys Gin Gin Cys Arg Phe Lys Lys 
180 185 190 

tgt etc tct gtg ggc atg tct cga gac get gtg cgt ttt ggg cgc ate 624 
Cys Leu Ser Val Gly Met Ser Arg Asp Ala Val Arg Phe Gly Arg He 
195 200 205 

ccc aaa cga gag aag cag egg atg ctt get gag atg cag agt gec atg 672 
Pro Lys Arg Glu Lys Gin Arg Met Leu Ala Glu Met Gin Ser Ala Met 
210 215 220 

aac ctg gee aac aac cag ttg age age cag tgc ccg ctg gag act tea 720 
Asn Leu Ala Asn Asn Gin Leu Ser Ser Gin Cys Pro Leu Glu Thr Ser 
225 230 235 240 

ccc acc cag cac ccc ace cca ggc ccc atg ggc ccc teg cca ccc cct 768 
Pro Thr Gin His Pro Thr Pro Gly Pro Met Gly Pro Ser Pro Pro Pro 
245 250 255 
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get ccg gtc ccc tea ccc ctg gtg ggc ttc tec cag ttt cca caa cag 816 
Ala Pro Val Pro Ser Pro Leu Val Gly Phe Ser Gin Phe Pro Gin Gin 
260 265 270 

ctg acg cct ccc aga tec cca age cct gag ccc aca gtg gag gat gtg 864 
Leu Thr Pro Pro Arg Ser Pro Ser Pro Glu Pro Thr Val Glu Asp Val 
275 280 285 

ata tec cag gtg gee egg gee cat cga gag ate ttc ace tac gee cat 912 
He Ser Gin Val Ala Arg Ala His Arg Glu He Phe Thr Tyr Ala His 
290 295 300 

gac aag ctg ggc age tea cct ggc aac ttc aat gec aac cat gca tea 960 
Asp Lys Leu Gly Ser Ser Pro Gly Asn Phe Asn Ala Asn His Ala Ser 
305 310 315 320 

ggt age cct cca gee acc acc cca cat cgc tgg gaa aat cag ggc tgc 1008 
Gly Ser Pro Pro Ala Thr Thr Pro His Arg Trp Glu Asn Gin Gly Cys 
325 330 335 

cca cct gec ccc aat gac aac aac acc ttg get gec cag cgt cat aac 1056 
Pro Pro Ala Pro Asn Asp Asn Asn Thr Leu Ala Ala Gin Arg His Asn 
340 345 350 

gag gec eta aat ggt ctg cgc cag get ccc tec tec tac cct ccc acc 1104 
Glu Ala Leu Asn Gly Leu Arg Gin Ala Pro Ser Ser Tyr Pro Pro Thr 
355 360 365 

tgg cct cct ggc cct gca cac cac age tgc cac cag tec aac age aac 1152 
Trp Pro Pro Gly Pro Ala His His Ser Cys His Gin Ser Asn Ser Asn 
370 375 380 

ggg cac cgt eta tgc ccc acc cac gtg tat gca gec cca gaa ggc aag 1200 
Gly His Arg Leu Cys Pro Thr His Val Tyr Ala Ala Pro Glu Gly Lys 
385 390 395 400 

gca cct gec aac agt ccc egg cag ggc aac tea aag aat gtt ctg ctg 1248 
Ala Pro Ala Asn Ser Pro Arg Gin Gly Asn Ser Lys Asn Val Leu Leu 
405 410 415 

gca tgt cct atg aac atg tac ccg cat gga cgc agt ggg cga acg gtg 1296 
Ala Cys Pro Met Asn Met Tyr Pro His Gly Arg Ser Gly Arg Thr Val 
420 425 430 

cag gag ate tgg gag gat ttc tec atg age ttc acg ccc get gtg egg 1344 
Gin Glu He Trp Glu Asp Phe Ser Met Ser Phe Thr Pro Ala Val Arg 
435 440 445 
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gag gtg gta gag ttt gcc aaa cac ate ccg ggc ttc cgt gac ctt tct 1392 
Glu Val Val Glu Phe Ala Lys His lie Pro Gly Phe Arg Asp Leu Ser 
450 455 460 

cag cat gac caa gtc acc ctg ctt aag get ggc acc ttt gag gtg ctg 1440 
Gin His Asp Gin Val Thr Leu Leu Lys Ala Gly Thr Phe Glu Val Leu 
465 470 475 480 

atg gtg cgc ttt get tcg.ttg ttc aac gtg aag gac cag aca gtg atg 1488 
Met Val Arg Phe Ala Ser Leu Phe Asn Val Lys Asp Gin Thr Val Met 
485 490 ' 495 

ttc eta age cgc acc acc tac age ctg cag gag ctt ggt gcc atg ggc 1536 
Phe Leu Ser Arg Thr Thr Tyr Ser Leu Gin Glu Leu Gly Ala Met Gly 
500 505 510 

atg gga gac ctg etc agt gcc atg ttc gac ttc age gag aag etc aac 1 584 
Met Gly Asp Leu Leu Ser Ala Met Phe Asp Phe Ser Glu Lys Leu Asn 
515 520 525 

tec ctg gcg ctt acc gag gag gag ctg ggc etc ttc acc gcg gtg gtg 1632 
Ser Leu Ala Leu Thr Glu Glu Glu Leu Gly Leu Phe Thr Ala Val Val ,» 
530 ..• 535 ■ 540 

ctt gtc tct gca gac cgc teg ggc atg gag aat tec get teg gtg gag 1680 
Leu Val Ser Ala Asp Arg Ser Gly Met Glu Asn Ser Ala Ser Val Glu 
545 550 555 560 

cag etc cag gag acg ctg ctg egg get ctt egg get ctg gtg ctg aag 1728 
Gin Leu Gin Glu Thr Leu Leu Arg Ala Leu Arg Ala Leu Val Leu Lys 
565 570 575 

aac egg ccc ttg gag act tec cgc ttc acc aag ctg ctg etc aag ctg 1776 
Asn Arg Pro Leu Glu Thr Ser Arg Phe Thr Lys Leu Leu Leu Lys Leu 
580 585 590 

ccg gac ctg egg acc ctg aac aac atg cat tec gag aag ctg ctg tec 18 24 
Pro Asp Leu Arg Thr Leu Asn Asn Met His Ser Glu Lys Leu Leu Ser 
595 600 605 

ttc egg gtg gac gcc cag tga 1845 
Phe Arg Val Asp Ala Gin 

610 615 



<210> 4 
<211> 614 
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<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 4 

Met Thr Thr Leu Asp Ser Asn Asn Asn Thr Gly Gly Val lie Thr Tyr 

! 5 10* 15 

He Gly Ser Ser Gly Ser Ser Pro Ser Arg Thr Ser Pro Glu Ser Leu 

20 25 30 

Tyr Ser Asp Asn Ser Asn Gly Ser Phe Gin Ser Leu Thr Gin Gly Cys 

35 40 45 

Pro Thr Tyr Phe Pro Pro Ser Pro Thr Gly Ser Leu Thr Gin Asp Pro 

50 55 60 

Ala Arg Ser Phe Gly Ser He Pro Pro Ser Leu Ser Asp Asp Gly Ser 
65 70 75 80 

Pro Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Phe Tyr Asn 

85 90 95 

Gly Ser Pro Pro Gly Ser Leu Gin Val Ala Met Glu Asp Ser Ser Arg 

100 105 110 

Val Ser Pro Ser Lys Ser Thr Ser Asn He Thr Lys Leu Asn Gly Met 

115 120 125 

Val Leu Leu Cys Lys Val Cys Gly Asp Val Ala Ser Gly Phe His Tyr 

130 135 140 

Gly Val His Ala Cys Glu Gly Cys Lys Gly Phe Phe Arg Arg Ser He 
145 150 155 160 

Gin Gin Asn He Gin Tyr Lys Arg Cys Leu Lys Asn Glu Asn Cys Ser 

165 170 175 

He Val Arg He Asn Arg Asn Arg Cys Gin Gin Cys Arg Phe Lys Lys 

180 185 190 

Cys Leu Ser Val Gly Met Ser Arg Asp Ala Val Arg Phe Gly Arg He 

195 200 205 

Pro Lys Arg Glu Lys Gin Arg Met Leu Ala Glu Met Gin Ser Ala Met 

210 215 220 

Asn Leu Ala Asn Asn Gin Leu Ser Ser Gin Cys Pro Leu Glu Thr Ser 
225 230 235 240 

Pro Thr Gin His Pro Thr Pro Gly Pro Met Gly Pro Ser Pro Pro Pro 

245 250 255 

Ala Pro Val Pro Ser Pro Leu Val Gly Phe Ser Gin Phe Pro Gin Gin 

260 265 270 

Leu Thr Pro Pro Arg Ser Pro Ser Pro Glu Pro Thr Val Glu Asp Val 

275 280 285 

He Ser Gin Val Ala Arg Ala His Arg Glu He Phe Thr Tyr Ala His 

290 295 300 

Asp Lys Leu Gly Ser Ser Pro Gly Asn Phe Asn Ala Asn His Ala Ser 
305 310 315 320 

Gly Ser Pro Pro Ala Thr Thr Pro His Arg Trp Glu Asn Gin Gly Cys 

325 330 335 

Pro Pro Ala Pro Asn Asp Asn Asn Thr Leu Ala Ala Gin Arg His Asn 
340 345 350 
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Glu Ala Leu Asn Gly Leu Arg Gin Ala Pro Ser Ser Tyr Pro Pro Thr 

355 360 365 

Trp Pro Pro Gly Pro Ala His His Ser Cys His Gin Ser Asn Ser Asn 

370 375 380 

Gly His Arg Leu Cys Pro Thr His Val Tyr Ala Ala Pro Glu Gly Lys 
385 390 395 400 

Ala Pro Ala Asn Ser Pro Arg Gin Gly Asn Ser Lys Asn Val Leu Leu 

405 410 415 

Ala Cys Pro Met Asn Met Tyr Pro His Gly Arg Ser Gly Arg Thr Val 

420 425 430 

Gin Glu lie Trp Glu Asp Phe Ser Met Ser Phe Thr Pro Ala Val Arg 

435 440 445 

Glu Val Val Glu Phe Ala Lys His lie Pro Gly Phe Arg Asp Leu Ser 

450 455 460 

Gin His Asp Gin Val Thr Leu Leu Lys Ala Gly Thr Phe Glu Val Leu 
465 470 475 480 

Met Val Arg Phe Ala Ser Leu Phe Asn Val Lys Asp Gin Thr Val Met 

485 490 495 

Phe Leu Ser Arg Thr Thr Tyr Ser Leu Gin Glu Leu Gly Ala Met Gly 

500 505 510 

Met Gly Asp Leu Leu Ser Ala Met Phe Asp Phe Ser Glu Lys Leu Asn 

515 520 525 

Ser Leu Ala Leu Thr Glu Glu Glu Leu Gly Leu Phe Thr Ala Val Val 

530 535 540 

Leu Val Ser Ala Asp Arg Ser Gly Met Glu Asn Ser Ala Ser Val Glu 
545 550 555 560 

Gin Leu Gin Glu Thr Leu Leu Arg Ala Leu Arg Ala Leu Val Leu Lys 

565 570 575 

Asn Arg Pro Leu Glu Thr Ser Arg Phe Thr Lys Leu Leu Leu Lys Leu 

580 585 590 

Pro Asp Leu Arg Thr Leu Asn Asn Met His Ser Glu Lys Leu Leu Ser 

595 600 605 

Phe Arg Val Asp Ala Gin 
610 



7 



I] 



RjmOKAl DC 

la pnocntna 

IHOUOTtlllCL* 



EBGSEWET D'OMVEINITIOB 
CERTIFICAT D'UTILITt 

Code de la propriete mtellectuelle ■ Uvre VI 




N° U 235'02 



DEPARTEMENT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 



DESIGNATION D'tNVENTEUR(S) Page N° \..f L. 
(Si le demandeur n'est pas I'inventeur ou I'unique inventeur) 



Vos r6f erences pour ce dossier 

(facuttatif) 


B0097FR 


N° D'EMREGISTREMENT NATIONAL 





TITRE DE L'lWVENTION (200 caracteros ou espaces maximum) 
METHODE ^IDENTIFICATION DE SUBSTANCES CAPABLES DE MODULER LA DIFFERENCIATION 
ADIPOCYTAIRE 



LE(S) DEMAMDEUR(S) : 
GENFIT 



DESI€ME(OT) EH TAMT QU'IMVg MTEUR(S) : (Indiqueg en hart a droite «Page W 1/1» S'il y a plus de trois inventeurs, 
utilises un formuiaire identique et numerous chaque page en Indiquant ie nombre total de pages). 



Norn 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



Societe d'appartenance (faadtatij) 



Nom 



STAELS 



Bart 



22, rue de la Houille 



7850 I PETIT ENGHIEN (Belgique) 



Adresse 



Rue 



Code postal et vllie 



Societe d'appartenance (facullotif) 



Nom 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



Societe d'appartenance (faatljatif) 



DATE ET SIGSTOTURE(S) j 
DU (DES) DE^AWDEUI?(S) 
OU DU SVIAKuATAlRE 
(Nom et o/alHe du s^nataire) 

le 18jar/ier20C 



. Philippe n° 97-0080 



j 10^78-17 du 6 janvier 1978 relative a I'.nformatique. aux fichlers et aux liberies s'applique aux reponses faites a ce formuiaire. 
Ellefgarantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de PINPI. 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 



□"image cut off at top, bottom or sides 

□ faded text or drawing 

□ blurred or illegible text or drawing 

□ skewed/slanted images 

□ color or black and white photographs 

□ gray scale documents 

□ lines or marks on original document 

□ reference(s) or exhibit(s) submitted are poor quality 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




BLACK BORDERS 



